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Uber die nach den Methoden der Lecithindarstellung 
aus Pflanzensamen erhaltlichen Verbindungen. 


I. Mitteilung. 


Einleitung — Bohnensamen. 
Von 
Georg Trier. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1913. 


Im Jahre 1903 nahm E. Schulze gemeinsam mit 
E. Winterstein seine Untersuchungen iiber die aus Pflanzen 
darstellbaren Lecithine wieder auf. Die genannten Autoren 
duBerten sich tiber den damaligen Stand der Forschung in folgender 
Weise :?) 

«Die schon vor mehreren Jahrzehnten ausgesprochene, 
damals aber noch nicht sicher bewiesene Annahme, dafi zu 
den in den Pflanzen verbreiteten Stoffen auch die Lecithine 
gehoren, hat durch die von E. Schulze in Verbindung mit 
E. Steiger, A. Likiernik und S. Frankfurt ausgefihrten 
Untersuchungen,?) denen die Arbeiten einiger anderer Autoren 





‘) E. Schulze und E. Winterstein, Beitrige zur Kenntnis der 
aus Pflanzen darstellbaren Lecithine. (Erste Mitteilung.) Diese Zeit- 
schrift, Bd. 40, S. 101 (1903). 

*) Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in folgenden Abhand- 
lungen mitgeteilt worden: Uber den Lecithingehalt der Pflanzensamen, von 
E. Schulze und E. Steiger, Diese Zeitschr., Bd. 13, S. 365—-384 (1889). 

Uber das Lecithin der Pflanzensamen, von E. Schulze und 
A. Likiernik, Diese Zeitschrift, Bd. 15, S. 405—-414 (1891). 

Uber die Bestimmungen des Lecithingehaltes der Pflanzensamen, 
von E, Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 20, S. 225—232 (1894). 

Uber den Lecithingehalt einiger vegetabilischer Substanzen, von 
E. Schulze und S. Frankfurt, Landwirtschaftl. Versuchsstationen, 


Bd. 43, S. 307--318. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 1 
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sich anschlossen, eine Begriindung erhalten. E. Schulze und 
A. Likiernik stellten eine in ihren Eigenschaften und in ihrem 
chemischen Verhalten mit Lecithin tibereinstimmende Substanz 
aus fein zerriebenen Lupinen- und Wickensamen in folgender 
Weise dar: Das mittels Ather so vollstandig wie méglich vom 
Fett befreite Samenpulver wurde bei 50° C. mit absolutem 
Alkohol extrahiert, der filtrierte Auszug bei der gleichen Tem- 
peratur eingedunstet, der Verdampfungsriickstand mit Ather 
behandelt, die atherische Lésung durch Schiitteln mit Wasser 
unter Zusatz von etwas Kochsalz gereinigt und sodann ein- 
gedunstet. Dabei verblieb eine braunlichgelb gefarbte Masse, 
welche 3,7—3,8°/o Phosphor enthielt und allem Anschein nach 
hauptséchlich aus Lecithin bestand; bei der Zersetzung durch 
siedendes Barytwasser lieferte sie die Spaltungsprodukte des 
Lecithins, naémlich Cholin, Glycerinphosphorséure und Fett- 
siuren. Aus der Auflésung dieses als «Rohlecithin» zu _ be- 
zeichnenden Produktes in heifem Weingeist schied sich bei 
starker Abkiihlung eine amorphe Substanz aus, welche die 
Eigenschaften des Lecithins besa8 und 3,68°/o Phosphor enthielt. 

Nach dem gleichen Verfahren hat spater J. Stoklasa’) 
aus Haferkeimlingen Lecithin dargestellt. Das von ihm er- 
haltene Praparat, welches ebenfalls durch Abscheidung aus der 
stark abgekihlten weingeistigen Lésung gereinigt worden war, 
enthielt 4,23°/o Phosphor und lieferte bei der Spaltung durch 
Barytwasser neben Fettséuren usw. Cholin. Aus dem Steinpilz 
(Boletus edulis) erhielten E. Schulze und S. Frankfurt (I. c.) 
in der gleichen Weise ein Rohlecithin, welches 3,41 °/o Phos- 
phor enthielt und bei der Spaltung durch Barytwasser die oben- 
genannten Zersetzungsprodukte des Lecithins lieferte. Zu einem 
iibereinstimmenden Resultate kamen E. Winterstein und 
J. Hofmann?) bei der Untersuchung von Agaricus campestris. 
Aus Roggen- und Gerstensamen erhielten E. Schulze und 
S. Frankfurt ein Rohlecithin, in welchem nur etwas mehr 


') Sitzungsberichte der k. k. 6sterr. Akad. d. Wissensch. in Wien, 
mathematisch-naturwissensch. Klasse, Bd. 104, Abt. 1, Juli 1895. 

2) Mitgeteilt in der Inauguraldissertation J. Hofmanns «Uber die 
chemischen Bestandteile einiger Pilze», Ziirich 1902. ‘i 
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als 2°/o Phosphor gefunden wurde; vielleicht schloB dieses 
Produkt neben Lecithin noch eine andere Substanz in betricht- 
licher Menge ein.» 

Ferner: «Dieses, in Ubereinstimmung mit einer vor kurzem 
von W. Koch’) gemachten Angabe stehende Resultat wiirde 
sich allerdings durch die Annahme erklaren lassen, da8 in den 
beziiglichen Praparaten neben Lecithin eine phosphorfreie oder 
an phosphorarme Substanz in betrachtlicher Quantitét sich vor- 
fand; doch kann es auch als mdglich bezeichnet werden, daf 
die genannten Samen ein «Lecithan» von eigentiimlicher Be- 
schaffenheit enthielten: Es schien daher angezeigt, auch diese 
Beobachtung weiter zu verfolgen. » | 

In der nun folgenden Arbeit wurden Praparate aus Wicken- 
und Lupinensamen beschrieben, von denen eine Fraktion, naim- 
lich der in Alkohol sehr schwer lodsliche Teil, niher untersucht 
wurde. 

Priparate aus Lupinus luteus gaben 3,25°/o P und 3,7°/oN. 
Die anderen Praparate gaben dagegen Stickstoffwerte, die unter 
den fiir das ideelle Lecithin berechneten lagen. Ein Praparat 
aus Vicia sativa gab 3,1°/o P und 1,05°/o N. Ein Praparat 
aus Lupinus albus gab bei der Spaltung mit Barytwasser nur 
etwa 1°/o Cholin statt der fiir Lecithin berechneten 15,5°/o 
und nur 46°/o Fettséiuren statt der berechneten 69°/o. Auch 
einige andere Angaben wiesen darauf hin, da’ die untersuchten 
Priparate sich wesentlich vom <eigentlichen» Lecithin unter- 
schieden. 

Auf diese Arbeit folgt eine vorlaéufige Mitteilung von 
E. Winterstein und O. Hiestand.?) Wir erfahren, daB die 
Autoren in Priparaten aus Cerealiensamen betrichtliche Mengen 
Zucker (16°/o) und zwar Hexosen (Glukose, Galaktose), ferner 
Pentosen und Methylpentosen nachgewiesen haben. Auch ein 
Praparat aus Lupinus albus, also einer Leguminose, enthielt 
etwa gleichviel Zucker. Ferner wurden Galaktose und Glukose 





') Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 181. — Koch fand in einem Lecithan 
aus Gerste 2,4°/o, in einem Lecithan aus Malz 2,3°/o Phosphor. 

2) E. Winterstein und O. Hiestand, «Zur Kenntnis der pflanz- 
lichen Lecithine», Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 496 (1906). 
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enthaltende Praéparate aus Kastanienblattern und Grisern ge- 
wonnen. Es wird dann darauf hingewiesen, daB dieser Befund 
besonderes Interesse hat, da von Hoppe-Seyler die Ansicht 
ausgesprochen wurde, daB das Chlorophyll ein kompliziertes 
Lecithin sei. 

Fiir die so erhaltenen Verbindungen wird die von Thu- 
dichum gebrauchte und von Hammarsten adoptierte Be- 
zeichnung Phosphatide angenommen. In der darauf folgenden 
ausfiihrlichen Arbeit!) werden hauptsichlich die Phosphatid- 
praparate aus Weizenmehl untersucht, dann ein Praparat aus 
Samen der weifen Lupine (Lupinus albus), ferner Priaparate 
aus Hafermehl (Avena sativa), den Samen von gelben Lupinen 
(Lupinus luteus), Wicken (Vicia sativa), Arve (Pinus cembra), 
Fichte (Picea excelsa), Kartoffelknollen (Solanum tuberosum), 
Pollen der Griinerle (Alnus viridis) und der Foéhre (Pinus 
montana), aus Steinpilzen (Boletus edulis), Eierpilzen (Can- 
tharellus cibarius), schlieBlich aus griinen Blattern der Rof- 
kastanie (Aesculus hippocastanum). 

Der Phosphorgehalt der allein n&her untersuchten Pri- 
parate aus Weizenmehl lag zwischen 1,5—2,6°/o. Ein gleicher 
Phosphorgehalt wurde dann nur noch beim Praparat aus weifen 
Lupinen festgestellt, wahrend der Phosphorgehalt der anderen 
Priiparate zwischen 0,38°/o (Kastanienblatter) und 1,96°/o 
(Hafermehl) sich bewegte. Der Stickstoffgehalt wurde nur beim 
Weizenmehlphosphatid (0,74—1,6°/o) und bei jenen aus weifen 
Lupinen (2,1°/o) bestimmt. Der Gehalt an Kohlenhydraten (als 
Glukose berechnet) betrug beim Weizenmehlpraparat 15,3 bis 
20,25°/0, bei jenem aus Hafermehl 16,81°/o, Lupinus albus 
17,9 und 12,85°/o, wéhrend jenes von Lupinus luteus, welches 
vorher durch Ausschiitteln der atherischen Lésung mit Wasser 
von wasserlislichen Substanzen befreit worden war, nur 1,1°/o 


') 0. Hiestand, Historische Entwicklung unserer Kenntnisse tber 
die Phosphatide. Beitrige zur Kenntnis der pflanzlichen Phosphatide. 
Dissertation Zurich 1906. 

E. Winterstein und O. Hiestand, Beitrage zur Kenntnis der 
pflanzlichen Phosphatide. II. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 288 
(1907—1908). 7 
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Glukosen enthielt. Der Gehalt an reduzierender Substanz bei 
den tbrigen Praparaten lag zwischen nicht nachweisbaren 
Mengen (Pinus cembra) und 14,9°/o (Erlenpollen). 

Als Spaltungsprodukte wurden gefunden: 

1. Stickstoffhaltige: Beim Weizenmehlphosphatid Cholin 
und Ammoniak, das aber durch Waschen mit Wasser ent- 
fernt werden konnte. 

2. Glycerinphosphorsadure: Beim Weizenphosphatid. 

3. Zucker: Galaktose in den Praparaten aus Weizenmehl 
und Kastanienblattern. Glukose bei Weizenmehl und Kastanien- 
blattern. Pentosen beim Weizenmehl (und Methylpentosen) und 
bei Lupinus albus. 

Die Autoren finden, daB durch ihre Untersuchung weitere 
Beziehungen zwischen Pflanzen- und Tierreich aufgefunden 
worden sind, und erinnern an das Jecorin tierischer Organe 
und die von J. Bang beschriebene Nucleinsiure aus Pankreas 
(Guanylsaure), die zwar nicht atherléslich und daher nicht zu 
den Phosphatiden zu ziihlen sei, die aber ebenfalls einen stick- 
stoffhaltigen Bestandteil (Guanin), ferner Glycerin, Pentosen 
(Xylose) und Phosphorsaure enthalte. 

Auf diese Arbeit folgt eine Erganzung durch E. Schulze.') 
Es wird gezeigt, dai Praparate, die von wasserléslichen Sub- 
stanzen durch Schiitteln ihrer atherischen L6sungen mit Wasser 
gereinigt werden, nicht immer reduzierende Stoffe einschlieBen. 
So enthielt das auf Veranlassung von E. Schulze gereinigte 
Préiparat von Pinus cembra kein Kohlenhydrat, das Praparat 
aus Vicia sativa enthielt 3°/o und eines aus Lupinus albus 
nur 4°/o, wahrend in der friiher genannten Arbeit Priparate 
mit 13—18°/o beschrieben worden waren. 

Die nach der Methode von E. Schulze dargestellten und zur 
weiteren Reinigung mii Aceton behandelten Praparate gaben auch 
nahezu dem eigentlichen Lecithin entsprechende Phosphorwerte. 


Priiparate aus Lupinus luteus 3,66°/o P 
> » Vicia sativa 3,56°/o P 
> » Pinus cembra 3,60°/o P. 





1) E. Schulze, Uber den Phosphorgehalt einiger aus Pflanzensamen 
dargestellten Lecithinpraparate. Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 54 (1907). 
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E. Winterstein und O. Hiestand (lI. c.) hatten sich 
iiber die Natur ihrer Praparate noch in folgender Weise ge- 
fuBert: «Ob in den aus andern Samen!) dargestellten Phos- 
phatidpraiparaten der mit dem Kohlenhydrat verbundene phos- 
phor- und stickstoffhaltige Komplex nur Lecithin ist oder nicht, 
kann auf Grund der bis jetzt vorliegenden Untersuchungen 
noch nicht mit Sicherheit entschieden werden, doch spricht 
fiir die erste Annahme die Tatsache, da8 in diesen Préparaten 
Stickstoff und Phosphor in demjenigen Verhiltnis vorhanden 
sind, wie im eigentlichen Lecithin. » 

E. Schulze weist nun darauf hin, da sich der sehr 
niedrige Phosphorgehalt der Priparate E. Winterstein und 
O. Hiestand aus dem Kohlenhydratgehalt allein nicht erklaren 
lifbt. Die wechselnde Menge an Kohlenhydrat erklart Schulze 
damit, «daB er in den beziiglichen Praparaten neben reinem 
Lecithin Verbindungen von Lecithin mit Kohlenhydratgruppen 
in wechselnden Mengen sich vorfinden. » 

In weiteren Mitteilungen?) werden dann die Methoden 
zur Darstellung von Lecithin und anderen Phosphatiden zu- 
sammengestellt. Es wird gezeigt, daB man auch aus den pri- 
miaren itherischen Extrakten Lecithin gewinnen kann, wenn 
man die Extrakte durch geeignete Behandlung mit Alkohol an 
Lecithin anreichert und hierauf mit Aceton von Fett befreit. 
Ein so dargestelltes Priparat aus den Samen von Soja hispida 
gab 3,07°/o P. Ftir fettarme Samen empfiehlt sich eine direkte 
Extraktion mit warmem Alkohol. Zur Reinigung bentitzt man 
Aceton und das zuerst von E. Winterstein und O. Hiestand 
beniitzte Methylacetat. Ein so gewonnenes Priparat aus Samen 
von Phaseolus multiflorus gab die Zersetzungsprodukte des 
Lecithins (Fettsiuren, Glycerinphosphorsaure und Cholin), sein 
Phosphorgehalt betrug 3,44 °/o. 

Ein in gleicher Weise dargestelltes Priparat aus Samen 
der blauen Lupine (Lupinus angustifolius) gab nur 3,26°/o P 

1) Gemeint ist aufer den Praparaten aus Weizenmehl. 

*) E. Schulze, Uber die zur Darstellung von Lecithin und anderen 
Phosphatiden aus Pflanzensamen_ verwendbaren Methoden. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 55, S. 338 (1908). — Uber pflanzliche Phosphatide. Chemiker- 
Zeitung (Céthen) 1908, Nr. 81. 
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und enthielt 8,5°/o Zucker (als Glukose berechnet). Die Pri- 
parate aus den Samen der Edelkastanie (Castanea vesca) und 
RoBkastanie (Aesculus hippocastanum) gaben 2,63°/o und 
2,.46°/o P. E. Schulze kommt hier zu dem Resultat, «dab 
die aus Leguminosensamen dargestellten Phosphatidpriparate 
aus Lecithin bestanden, das mit geringen oder gréferen Kohlen- 
hydratmengen chemisch verbunden war oder auch vielleicht 
dieses Kohlenhydrat absorbiert hatte.» Dagegen sei durch die 
Untersuchungen von E. Winterstein und O. Hiestand be- 
wiesen worden, «dafi die Phosphatide aus Getreidesamen eine 
weit kompliziertere Konstitution besitzen, als diejenigen aus 
Leguminosensamen.» Ein aus dem Embryo des Weizenkorns 
dargestelltes Priiparat stimmte hingegen mit den Praparaten 
aus Lupinus luteus und Vicia sativa iiberein; es gab 3,5°/o P 
und 2,3°/o reduzierende Substanz. 

An diese im Jahre 1908 publizierten Aufsitze schlieBen 
meine Versuche an. Eine spatere Arbeit von E. Schulze 
und U. Pfenninger!) war der durch die Untersuchungen tiber 
die pflanzlichen Betaine wieder aktuell gewordenen Frage ge- 
widmet, ob die Betaine sich am Aufbau der Phosphatide be- 
teiligen. Uber die dargestellten Phosphatidpriparate selbst 
liegen indessen keine Angaben vor. 

Zu Anfang des Jahres 1909 erschienen dann noch mehrere 
Arbeiten iiber pflanzliche Phosphatide von E. Winterstein 
und seinen Mitarbeitern L. Stegmann und K. Smolenski. 
Zunichst wird mitgeteilt,?) daB es gelungen sei, «durch ein 
umsténdliches Verfahren und Umkrystallisieren aus Dichlor- 
athylen eine kleine Menge von Cerealienphosphatid in krystal- 
linischen Zustand tiberzufiihren.» Hierauf wird der «alkohol- 
schwerlosliche» Teil des Phosphatids aus den Samen von 
Lupinus albus néher beschrieben. Nach einem besonderen 
Reinigungsverfahren wurden in drei Fraktionen iibereinstim- 
mende Werte fiir Phosphor, Stickstoff- und Kohlenhydrat er- 





1) E. Schulze und U. Pfenninger, Diese Zeitschrift, Bd. 71, 
S. 174 (1911). 

*) E. Winterstein, Beitraige zur Kenntnis pflanzlicher Phosphatide. 
III. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 500 (1909). 
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halten. Es wurde neben anderen Glukosen Galaktose nach- 
gewiesen. Die Priaparate enthielten im Durchschnitt 0,94°/o N, 
16,1°/o Kohlenhydrat und trotzdem den fiir Lecithin nahezu 
theoretischen Phosphorgehalt von 3,63°/o P. 

E. Winterstein und K. Smolenski?) beschrieben dann 
weiter eine umstiandliche Zerlegung des nach dem gleichen 
Verfahren wie friiher aus Weizenmehl erhaltenen Rohphos- 
phatids in 32 Fraktionen. Ein anderer Teil des Rohphosphatids, 
welcher nach entsprechender Reinigung 1,5°/o P, 1,04°/o N 
und 16,2°/o Kohlenhydrat enthielt, wurde mit Schwefelsdure 
hydrolysiert, um auf stickstoffhaltige Verbindungen untersucht 
zu werden. Es wurde dabei in entgegengesetzter Weise ver- 
fahren, als es E. Schulze im hiesigen Laboratorium zur Ge- 
winnung und Reindarstellung von Cholin und dhnlichen Basen 
zu tun pflegte. Wahrend man niamlich nach E. Schulze erst 
mit Phosphorwolframsaure fallt, dann die aus der Fallung 
regenerierten Chloride in alkoholischer Lésung mit Sublimat 
ausfallt und die aus diesem Niederschlag wiedergewonnenen 
Verbindungen nunmehr mit alkoholischer Platinchloridlésung 
behandelt, fallten E. Winterstein und K. Smolenski das 
von den Fettséuren abgetrennte und eingedunstete Filtrat nach 
Entfernen der Hauptmenge der Zucker erst in alkoholischer 
Lésung mit Platinldsung. Diese Fallung enthielt nur 27°/o des 
Gesamtstickstoffs in Form von unreinem Cholin (35,6°/o statt 
31,6°/o Pt). Das Filtrat von der Piatinfallung gab nach weiterer 
Reinigung durch Fallung mit Sublimat, Phosphorwolframsdéure 
und Goldchloridlésung schlieBlich ein Gemenge von Goldsalzen, 
die so gut als méglich nach ihrem Aussehen sortiert wurden. 
Eines dieser Salze hatte einen Schmelzpunkt, der annahernd 
jenem des basischen Trigonellinaurats entsprach. In einem 
weiteren Versuch wurde festgestellt, daB bei der Spaltung mit 
Schwefelséure etwa die Halfte des Gesamtstickstoffs im Fett- 
siurertickstand verblieb. «Das im Aceton unldsliche, im 


der aus Cerealien darstellbaren Phosphatide. IV. Mitteilung. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 58, S. 506 (1909). 
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neben Cholin, Ammoniak noch andere Basen, wahrscheinlich 
Trigonellin, auBer den Basen entstehen noch andere nicht- 
basische Stickstoffverbindungen. » 

K. Smolenski') berichtet sodann tiber Phosphatide aus 
Weizenkeimen. Aus diesem Material hatte E. Schulze ein 
Lecithin erhalten, welches sowohl den aus Leguminosensamen 
dargestellten, wie dem <eigentlichen» Lecithin sehr nahe kam. 
Bei der Fraktionierung des Priparats erhielt Smolenski unter 
anderem ein bei 81—82° schmelzendes krystallinisches Priparat, 
das 5,48°/o P enthielt. Ein anderes Priparat gab sogar 6,9°/o P. 

In einer 6. Mitteilung von E. Winterstein und L. Steg- 
mann?) wird tiber eine Substanz aus Ricinusblattern berichtet, 
die 5,27°/o P und 6,47°/o CaO enthielt und bei der Spaltung 
keine reduzierende Substanz gab. 

An diese Untersuchungen schlieBt sich eine Arbeit von 
Vl. Njegovan®) an, die unter Leitung von E. Winterstein 
im hiesigen Laboratorium begonnen und dann in der Heimat 
des Autors fortgefiihrt wurde. Als Untersuchungsobjekt diente 
das gleiche Material (Phosphatid aus Samen von Lupinus albus), 
das schon E. Winterstein und O. Hiestand und E. Winter- 
stein und L. Stegmann in Handen hatten. Wéihrend letztere 
das sogenannte «alkoholschwerlésliche» Phosphatid untersuchten, 
unterwarf Njegovan nunmehr das <«alkoholleichtlésliche» Phos- 
phatid (d. h. den im Alkohol in Lésung gebliebenen Anteil) einer 
niheren Priifung. Er stellte 12 Fraktionen dar, von denen drei 
als Phosphatide betrachtet wurden. Die Praparate verloren nach 
dem Auswaschen mit Wasser ihren Kohlenhydratgehalt bis auf 
einige wenige Prozente. Nach Ansicht Njegovans sind die 
Kohlenhydrate «nicht molekular Bestandteile der Phos- 
phatide». In einem seiner Praparate findet er bloB 1,1°/o 





‘) K. Smolenski, Zur Kenntnis der aus Weizenkeimen darstell- 
baren Phosphatide. V. Mitteilung tber Phosphatide. Diese Zeitschrift, 
Bd. 58, S. 522 (1909). 

*) E. Winterstein und L. Stegmann, Uber einen eigenartigen 
phosphorhaltigen Bestandteil der Blatter von Ricinus. VI. Mitteilung tuber 
Phosphatide. Diese Zeitschrift, Bd. 58, S. 527 (1909). 

5) Vlad. Njegovan, Beitrage zur Kenntnis der pflanzlichen Phos- 
phatide. Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 1 (1911). 
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Kohlenhydrat (als Glukose berechnet). Beriicksichtigt man das 
grofe Zuckermolekiil, so argumentiert Njegovan, so miiften 
in diesem Praparat bis 20 Phosphor- bezw. Stickstoffatome vor- 
handen sein. 

Seine Priiparate enthalten 3,3—4,3°/o P, 1,38—1,56 N 
und 1,1—5,8°/o Kohlenhydrate. Er fand feste und ungesattigte 
Fettsiiuren. Bei der Spaltung eines Préparates mit Baryt wurde 
etwa 0,5 g des Baryumsalzes einer Glycerinphosphorsaure er- 
halten, deren Ba- und P-Gehalt auf eine Verbindung mit 11/2 Mo- 
lekiilen Wasser deutete. Das Salz soll in Wasser sehr schwer 
léslich gewesen sein; 0,5 g lésten sich nicht in 100 Teilen 
Wasser. Ein anderes Praparat gab nach der Spaltung mit Salz- 
sdure ein Baryumglycerophosphat, dessen Ba- und P-Gehalt auf 
ein Salz mit 4/2 Molekti] Wasser deutete. Auch dieses Pra- 
parat soll in Wasser sehr schwer léslich gewesen sein. Ein 
optisches Drehungsvermégen konnte nicht bemerkt werden. 
Die Glycerinphosphorséure war, wie Njegovan bemerkt, durch 
Bleiacetat nicht gefillt, sondern erst aus dem Filtrat der Basen- 
fillung mit Phosphorwolframséure erhalten worden. 

Von basischen Verbindungen wurde in einem Praparat 
Cholin gefunden, in einem andern wurden nach dem fiir die 
Reindarstellung des Cholins von E. Schulze ange- 
wandten Verfahren Platinsalze dargestellt, welche zwei ver- 
schiedene Verbindungen enthielten. Die eine, in sehr kleiner 
Menge vorhandene, bildet kleine gelbe Oktaeder, die in kaltem 
Wasser schwer loslich waren und bei 250° ohne zu schmelzen 
sich zu zersetzen begannen. 

Die andere Verbindung wurde als das Platinsalz einer 
neuen Base angesprochen, des «Vidins» C,H,,N,0,, einer Ver- 
bindung, der Njegovan in Form ihres Platinsalzes die Formel 
C,H,,N,PtCl,-H,O und in Form ihres Goldsalzes die Formel 
C,H,,N,O,(AuCl, - HCl),(!) zuschreibt. Fiir das Goldsalz fand 
Njegovan 44,73°/o Au,!) wahrend Cholinchloraurat 44,50°/o Au 
verlangt. Njegovan_ berechnet fiir seine Goldsalzformel 
45,11°/o Au. (Seine Vidinbase kann aber als diquaternare Ver- 
bindung |siehe die Formel des Platinsalzes] ein solches Gold- 


') Im Mittel aus vier Analysen. 
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salz nicht bilden. Das normale Goldsalz der Zusammensetzung 
C,H,,N,(AuCl, - HCl), miiBte vielmehr 47,05°/o Au[!] enthalten.) 

Njegovan hilt seine Verbindung fiir eventuell identisch 
mit dem von Lucius!) synthetisch dargestellten Hexamethylen- 
trimethylendiammoniumchlorplatinat, welches allerdings ohne 
Wasser krystallisiert. Njegovan hat tibrigens keine Angabe ge- 
macht, wonach er sein Priparat auf Krystallwasser gepriift hatte. 

Aus anderen Laboratorien liegen neuere Mitteilungen iber 
pflanzliche Phosphatide nur in spirlicher Anzahl vor. Dab 
W. Koch aus Cerealiensamen ebenfalls phosphorai me Praparate 
erhielt, ist schon erwahnt worden. 

Wintgen und Keller?) erhielten aus Sojabohnen Le- 
cithinpréparate mit niedrigem Phosphor- (2,51, 2,96°/o) und 
hohem Stickstoffgehalt (1,84, 1,9°/o) Ihre Praparate waren 
durch Zerlegung der Cadiumverbindung mit Ammoncarbonat 
erhalten worden. E. Euler und Nordenson’) erhielten als 
Nebenprodukt bei der Gewinnung von Mohrencaroten ein tiber 
die Cadmiumverbindung gereinigtes Phosphatidpriaiparat mit 
3,62°/o P und 2,64°/o N (Mittelwerte). 

Aus dieser Zusammenstellung tiber die neueren Arbeiten 
iiber die pflanzlichen Phosphatide wird man ersehen, dai unsere 
Kenntnisse tiber diese Substanzen, worauf tibrigens auch alle 
Untersucher hinweisen, noch sehr unvollkommene sind. Was 
aber am meisten auffallen diirfte, ist die, wenigstens scheinbar 
so geringe Ahnlichkeit zwischen den pflanzlichen und tierischen 
Phosphatiden. Wahrend wir sonst bei allen hOhermolekularen, 
allgemein verbreiteten Stoffen, die wir als Trager der wich- 
tigsten Lebensfunktionen betrachten, bei den Eiweifstoffen und 
Nucleoproteiden stets die gleichen «Bausteine» durch die ganze 
Organismenwelt antreffen, scheint diese Analogie zwischen 
pflanzlichen und tierischen Phosphatiden zu fehlen, denn wie 
eine Zusammenstellung zeigt, sind die bis jetzt beschriebenen 
«Bausteine» dieser Gruppe in beiden Reihen ziemlich different. 
Haben also, kénnte man sich fragen, die pflanzlichen Phos- 





‘) R. Lucius, Arch. der Pharmaz., Bd. 245, S. 249 (1907). 
*) Wintgen und Keller, Arch. d. Pharmaz., Bd. 244, S. 3 (1906). 
8) H. Euler und Nordenson, Diese Zeitschr., Bd. 56, S. 223 (1908). 
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phatide mit den aus tierischen Organen isolierten vielleicht 
deshalb so wenig gemein, weil sie solche Funktionen verrichten, 
die der tierischen Zelle fremd sind? Als E. Winterstein 
und QO. Hiestand den Gehalt an reduzierenden Substanzen 
in ihren Praéparaten auffanden, erinnerten sie daran, da nach 
der Ansicht Hoppe-Seylers das Chlorophyll als eine Art 
Lecithin betrachtet werden kénnte, und kniipften daran die Be- 
merkung:') «Vielleicht liegt eine physiologische Bedeutung des 
Lecithins nicht nur darin, daB es von kolloidalen Kérpern ab- 
sorbiert wird, sondern dai es auch mit gewissen Substanzen 
feste Verbindungen eingeht, die z. B. bei der Assimilation eine 
Rolle spielen.» Dieser Gedanke ist indessen spiiter, als die 
Arbeiten von R. Willstatter tiber das Chlorophyll erschienen, 
nicht wieder aufgenommen worden. Ich méchte zu dieser Frage 
nur die Bemerkung einfiigen, daB von E. Winterstein und 
O. Hiestand kohlenhydrathaltige Phosphatide auch aus Pilzen 
dargestellt wurden. 

Der Gegensatz zwischen den «Bausteinen» pflanzlicher 
und tierischer Phosphatide ist meiner Ansicht nach, es soll 
dies hier gleich vorweg genommen werden, nur ein schein- 
barer. Er hat seine Ursache in erster Linie in der 
ungeniigenden Kenntnis tiber diese Verbindungen in 
beiden Reichen, in zweiter Linie aber in der unrich- 
tigen Deutung mancher Versuchsergebnisse. 

Meine Beobachtungen haben nur Material zu der Ansicht 
geliefert, daf auch bei den sogenannten Phosphatiden die bei 
den Proteinen erwiesene Gleichheit der «Bausteine» besteht. 

Eine Gegeniiberstellung der bei der Hydrolyse von tierischen 
und pflanzlichen Phosphatiden erhaltenen Verbindungen habe 
ich vor kurzem im Zusammenhange mit allgemeinen Fragen 
liber die Beziehungen, die zwischen einfachen Basen und der 
Bildung der Eiweifstoffe und Lecithine aufgestellt werden kénnen, 
verOffentlicht.2) Es sind dort besonders die Angaben iiber 


1) KE. Winterstein und O. Hiestand, Zur Kenntnis der pflanz- 
lichen Lecithine. Vorlaufige Mitteilung. Diese Zeitschr., Bd. 47, S. 496 (1906). 

*) «Uber einfache Pflanzenbasen und ihre Beziehungen zum Aufbau 
der Eiweifistoffe and Lecithine»>. Berlin 1912. Gebriider Borntrager. 














Uber aus Pflanzensamen erhiiltliche Verbindungen. I. 13 


stickstoffhaltige Verbindungen, die man bei der Hydrolyse von 
Phosphatiden gefunden haben will, einer Kritik unterzogen 
worden. Ferner sind dort die Ergebnisse meiner bisherigen 
experimentellen Versuche an den nach den Methoden der Lecithin- 
darstellung gewonnenen Praparaten bereits mitgeteilt worden. 

Diese Versuche sind auf Veranlassung meines verstorbenen, 
hochverehrten Lehrers, Herrn Prof. E. Schulze, ausgefiihrt 
worden. Sie standen im Zusammenhang mit den Arbeiten iiber 
die in den Pflanzen vorkommenden Betaine. Es sollte zunichst 
untersucht werden, ob sich Betaine am Aufbau von pflanzlichen 
Phosphatiden beteiligen, da fiir beide damals allein niéher be- 
kannten Pflanzenbetaine, das Glykokollbetain und das Trigonellin, 
dahingehende Angaben gemacht worden waren. (Gleichzeitig 
sollte gepriift werden, welche Bewandtnis es mit dem Stachydrin 
habe, dessen Betainnatur von A. v. Planta und E. Schulze 
wohl vermutet worden war, mit Riicksicht auf eine spitere 
Arbeit von E. Jahns aber wieder in Zweifel gezogen werden 
konnte. 

Die Arbeiten tiber das Stachydrin und iiber andere in 
Pflanzen auftretenden Betaine sind in einer Reihe von Mittei- 
lungen in dieser Zeitschrift zur Verdffentlichung gelangt. Auch 
von den gleichzeitigen Untersuchungen tber die pflanzlichen 
Phosphatide sind mehrere Beobachtungen bereits hier beschrieben 
worden. E. Schulze und U. Pfenninger') hatter Phosphatid- 
praparate aus Erbsen-, Wicken- und Hafersamen, ich solche 
aus Bohnensamen hydrolysiert. Bei den Priparaten aus Legu- 
minosensamen wurden keine Anzeichen fiir das Vorhandensein 
eines Betains gefunden; bei jenen aus Hafersamen wurde aber 
eine kleine Menge Glykokollbetain nachgewiesen. Es mufte 
daher die Frage noch offen gelassen werden, ob vielleicht 
Phosphatide aus Cerealiensamen Betaine als konstituierende 
Bestandteile enthielten, um so mehr als sich diese Phosphatide 
ja nach den Untersuchungen von E. Winterstein und seinen 
Mitarbeitern von jenen der Leguminosensamen wesentlich unter- 
scheiden sollten. 





!) E. Schulze und U. Pfenninger, Diese Zeitschrift, Bd. 71, 
S. 174 (1911). 
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Einige Resultate meiner Versuche habe ich bereits in drei 
kurzen Aufsaitzen in dieser Zeitschrift verdffentlicht. In der 
ersten Notiz!) wurde mitgeteilt, daB bei der Hydrolyse eines 
Phosphatids aus Bohnensamen eine Base gefunden wurde, die 
sich als Aminodthylalkohol erwies. In einer zweiten?) wurde 
die Gewinnung der gleichen Base aus einem tierischen Phos- 
phatid, dem kauflichen Eilecithin, beschrieben. In einer dritten 
Abhandlung wurde die Umwandlung dieser Base, welcher der 
Name Colamin gegeben wurde, in Cholin beschrieben. Es wurde 
dort auch schon bemerkt, daB das Colamin auch bei der Hydro- 
lyse anderer Phosphatide aus Pflanzensamen erhalten wurde 
und daher als wahrscheinlich allgemein auftretender «Baustein>» 
der Lecithine betrachtet werden k6nne. 

Bei meinen bisherigen Versuchen habe ich von vorne 
herein darauf verzichtet, vorerst die Gewinnung von einheit- 
lichen Lecithinen oder Phosphatiden anzustreben. 

Um fiir Hydrolysen geniigende Mengen zu erhalten, durfte 
keine zu weitgehende Fraktionierung der Praiparate vorgenommen 
werden. Durch das Studium der Hydrolysenprodukte jener 
Phosphatidgemische, ihrem Nachweis und ihrer quantitativen 
Bestimmung sollte erst das Material vervollkommnet werden, 
welches zur Beurteilung der Einheitlichkeit dieser Substanzen 
dienen kann. 

Die Versuche an Bohnensamen galten zum Teil der Fest- 
stellung der Grenze, bis zu welcher die Rohpraparate fiir meine 
Zwecke gereinigt, beziehungsweise fraktioniert werden sollten. 

In den Versuchen wurde hinsichtlich der Extraktion der 
Lipoide aus den Samen verschiedentlich verfahren. Wie man 
sehen wird, erhailt man z. B. bei Hafersamen recht verschiedene 
Priparate, je nach dem Extraktionsmittel, welches man ‘an- 
wendet. Die einmal gewonnenen Extrakte wurden dann stets 
in ganz ahnlicher Weise weiter verarbeitet. Diese Verarbeitung 
besteht im wesentlichen darin, da man die extrahierten Lipoide 
in einem indifferenten Lésungsmittel aufnimmt, durch Waschen 


') Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 383 (1911). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 496 (1912). 
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mit Wasser von allen wasserldéslichen Stoffen befreit und dann 
die Glyceride, Phytosterine usw. vermittelst Aceton von den 
phosphor- und stickstoffhaltigen Bestandteilen des Rohfetts ab- 
trennt. Die im Aceton unldslichen Anteile des Rohfetts bilden 
die nach den Methoden der Lecithindarstellung gewonnenen 
Ausgangsmaterialien der Hydrolysen. Einige Praparate wurden 
durch wiederholte Fallung mit Aceton aus atherischer LOsung 
zu reinigen gesucht. In einigen Fallen wurde auch eine Trennung 
des Gesamtphosphatids, wie ich die durch Fiallung mit Aceton 
erhaltliche Hauptmenge der phosphor- und _stickstoffhaltigen 
Lipoide der Samen nennen mdchte, mittels Alkohol versucht. 

Die Versuche wurden mit Leguminosensamen begonnen; 
zum Vergleiche wurde dann Eilecithin herangezogen. Spater 
wurden besonders Hafersamen untersucht, wahrend mit Reis- 
samen und Samen einer Conifere bis jetzt nur einige orien- 
tierende Versuche ausgefiihrt wurden. 

Die angegebenen Prozentzahlen beziehen sich, falls nicht 
besonders angegeben, stets auf die Trockensubstanz des ange- 


wandten Phosphatids. 


Bohnensamen (Phaseolus vulgaris). 


In den Samen von Phaseolus vulgaris wurde Lecithin 
von Maxwell’) nachgewiesen. Die Bohnen enthalten im Durch- 
schnitt etwa 2°/o Rohfett. 

Nach den Erfahrungen E. Schulzes?) kann man bei fett- 
armen Samen das Lecithin vorteilhaft durch direkte Extraktion 
des fein zerriebenen Materials mit warmem Alkoho. gewinnen. 
So gaben entschilte Samen von Phaseolus multiflorus nur 1,82 °/o 
Atherextrakt; der Phosphorgehalt eines iitherisch-alkoholischen 
Extraktes, angegeben in Prozenten der Samentrockensubstanz, 
betrug 0,034°/o. Das entspricht nach der gewohnl:chen Rech- 
nungsweise 0,90°/o Lecithin der entschilten Samen. 

Die in sachkundiger Weise dargestellten alkoholischen 
Extrakte wurden von der Firma Blattmann & Co. in Wiidens- 
weil geliefert. Es kamen zwei zu verschiedenen Zeiten dar- 





') Maxwell, Amer. Chem. Journ., Bd, 13, S. 16 (1891). 
*) E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 341 (1908). 
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gestellte Extrakte zur Untersuchung. Die beiden daraus ge- 
wonnenen Lecithinpraparate sollen als Phaseoluslecithin I und 
Phaseoluslecithin If auseinander gehalten werden. 


Phaseoluslecithin I. 


Der alkoholische Extrakt wurde unter vermindertem Druck 
eingedunstet, dann mit Ather aufgenommen. Aus dem Riick- 
stand konnte nach dem Strontianverfahren') ein Zucker erhalten 
werden, der eine Drehung von a, = -}+ 68° zeigte und gréBten- 
teils aus Rohrzucker bestand. Wie von E. Schulze (I. c.) 
gezeigt worden ist, kann man aus solchem Rickstand in der 
Regel Rohrzucker darstellen. Im Extrakte, der zur Darstellung 
des zweiten Préparates diente, hatten sich, da dieser Extrakt 
langere Zeit ruhig gestanden hatte, grofe Krystalldrusen von 
Rohrzucker ausgeschieden. Man ersieht, dafi es notwendig ist, 
die Lecithinpraparate von den mitextrahierten «Zuckern» zu 
befreien. Zu diesem Zwecke wurden die iitherischen Lésungen 
wiederholt mit Wasser unter Zusatz von Kochsalz und etwas 
Alkohol ausgeschiittelt, bis die Waschwisser keine Spur einer 
Reduktion von Fehlingscher Losung nach der Hydrolyse mit 
verdiinnter Siure zeigten. Diese Reaktion ist ein Indikator 
dafiir, dafi nicht nur Zucker, sondern auch andere wasserlés- 
liche Verbindungen entfernt worden sind. Von diesen anderen 
wasserléslichen Stoffen kommen in unserem Falle hauptsichlich 
stickstoffhaltige in Betracht, die ebenfalls in die alkoholischen 
Extrakte eingehen?) und deren unvollkommene Entfernung zu 
Irrtiimern Veranlassung geben kann. 

Die atherischen Lésungen wurden mit gegliihtem Natrium- 
sulfat getrocknet, dann die Hauptmenge des Athers abdestil- 
liert und nun in Portionen Aceton zugesetzt. Die erst ent- 
stehende olige Abscheidung wurde durch weitere Acetonmengen 


') E.Schulzeu.S.Frankfurt, Dies. Zeitschr., Bd. 20, S. 511 (1895). 
E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 267 (1899); Bd 52, 
S. 404 (1907). 
*) Selbst Verbindungen, die in reinem Zustand in Alkohol ganz 
unldslich sind, wie z. B. Tyrosin, werden bei der Extraktion des Pflanzen- 
materials mit warmem Alkohol mit in Lésung gebracht. 
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in eine feste knetbare Masse verwandelt, welche durch immer 
neuen Acetonzusatz von Fetten, Sterinen usw. mdglichst be- 
freit wurde. Dann wurde noch einmal in Ather gelést, mit 
Aceton ausgefallt und die gelbe Fallung so lange mit Aceton 
durchgeknetet, bis dieser kaum mehr angefirbt abfloB. 
Das getrocknete Lecithin enthielt im Mittel: 
3,51 °%/o P 
1,285°/o N 
2,61°/o reduzierende Substanz (als Glukose berechnet). 


1. 0,7560 g gaben 0,0949 g Mg,P,0, = 3,50°/0 P. 


2.11570» » 0,1462 » » = 3,52%o » 
1. 1,0626 g nachKjeldahl verbrannt gab 0,01404 g N = 1,32°/oN 
2.0,9511> » > > » 0,01204 » » = 1,27%o » 
3. 0,6460» » » > » 0,00807 » » —1,25%/o » 
4,.0,4570» » , > » 0,00594 » » = 1,30%o » 


1,3780 g wurden mit verdiinnter Schwefelsdéure hydro- 
lysiert, das Filtrat von den ausgewaschenen Fettsiuren auf 
100 ccm gebracht und je 25 ccm = 0,345 g mit Fehling- 
scher Losung gekocht. 


1. Es wurden erhalten 0,0192 g Cu,0. 
2. » > > 0,0150 >» » 
3.» > > 0,0198 » » 
Mittel = 0,0180 g Cu,0 = 0,0160 g Cu 
= 9 mg Glukose = 2,61 °/o. 


Bei diesem, wie bei allen iibrigen von mir aus Pflanzen- 
samen erhaltenen Praparaten muB der niedrige Stickstoffgehalt 
auffallen. Das Verhiltnis von P: N, wie es gewohnlich zum 
Vergleich aufgestellt wird, betragt 1 : 0,80, ein Verhdltnis, wie 
es ahnlich E. Schulze und E. Winterstein') bei Préparaten 
aus Vicia sativa und Lupinus albus, Thierfelder und Stern?) 
bei alkoholschwerléslichen Teilen der Eigelbphosphatide er- 
hielten. 








’) E. Schulze und E. Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. 40, 
5. 112 (1903). 
?) Thierfelder und Stern, Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 379 (1907). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 2 
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Spaltung des Lecithins mit verdiinnter Schwefel- 
siure. Es wurden 47 g Trockensubstanz mit der zehnfachen 
Menge 6°/oiger Schwefelsaéure 6 Stunden unter Riickflubkiihlung 
erhitzt. Das Filtrat von den Fettsauren wurde mit Phosphor- 
wolframsadure ausgefiallt. Die aufgearbeitete Fallung enthielt 
keine Betaine.!) Dagegen konnten die charakteristischen Kry- 
stalle des Cholinplatinats gewonnen werden. Aus dem Filtrat 
der Phosphorwolframfallung wurde Glycerinphosphorsaure in 
Form des Baryumsalzes erhalten. Das Filtrat wurde mit Baryt 
behandelt, der Niederschlag der Baryumsalze der Schwefel- 
siure, Phosphorséure und Phosphorwolframsaure entfernt, der 
iiberschiissige Baryt mittels Kohlensdure beseitigt, das Filtrat ein- 
geengt und mit Alkohol gefallt. Die mit Alkohol ausgewaschene 
Fallung enthielt nach dem Trocknen bei 105° 42,63°/0 Ba. 

0,3580 g Substanz gaben 0,2593 BaSQ,. 

Obwohl der Baryumgehalt auf ein Salz mit 1 Molekiil 
H,O (berechnet 42,22°/o Ba) anscheinend annahernd stimmt, 
mufi das Praparat doch noch als unrein bezeichnet werden. 
Es enthalt Stickstoff und zeigt in etwa 2,5°/oiger Loésung die 
hohe Drehung von + 15,8 °. 

Durch Auflésen in Wasser und Wiederausfallen mit Al- 
kohol erhielt ich ein rein weifes Pulver, welches sich in Wasser 
leicht aufldst; in heifem Wasser schien es etwas schwerer 
léslich zu sein. Der Baryumgehalt blieb konstant, dagegen 
war die optische Drehung stark zurtickgegangen. 

0,4180 g Substanz gaben 0,3021 g BaSO, = 42,50°/o Ba. 

0,4322 g Substanz in 6 ccm Wasser gelést drehten im 
1 dm-Rohr bei 21° -++ 0,125° (Mittel aus mehreren Ablesungen) 

[a], = + 1,74°. 

Diese Zahl stimmt bis auf die Drehungsrichtung mit dem 
hochsten Wert des von Willstatter und Liidecke?) bei der 
Barytspaltung von Eilecithin erhaltenen Baryumglycerophosphats 
iberein. 

) Schon mitgeteilt von E. Schulze und U. Pfenninger, Diese 


Zeitschrift, Bd. 71, S. 179 (1911). 
*) Willstatter und Liidecke, Ber, d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. 37, 


S. 3756 (1904). 
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Spaltungen mit wasseriger Barytloésung. 


Vorprobe mit 16,8 g Trockensubstanz. 

Das Lecithin wurde in Ather gelést und in kleinen An- 
teilen in die kochende Barytlésung unter fortgesetztem Um- 
riihren einflieSen gelassen. Das Filtrat von den Baryumver- 
bindungen wurde mit Kohlensdéure behandelt, vom BaCQ, be- 
freit, ganz eingedunstet, mit Alkohol aufgenommen, mit Salz- 
siure eingedunstet, getrocknet. Die salzsauren Salze losten 
sich vollkommen in absolutem Alkohol; also auch hier keine 
Andeutung fiir das Vorhandensein von Betain oder Trigonellin. 
Die alkoholische Losung gab mit alkoholischer Platinlésung 
eine Fallung, die aus Wasser in den bekannten grofen Kry- 
stallen des Cholinplatinats krystallisierte. 

0,2399 g gaben 0,0760 g Pt = 31,69 /o Pt. Fir Chlor- 
platinat berechnet 31,63°/o Pt. 

Die Mutterlaugen der Platinfallung gaben ein Platinsalz, 
welches in langen Nadeln krystallisierte und 33,04°/o Pt ent- 
hielt. Dieses Salz gab nach dem Auswaschen mit Alkohol 
und Umkrystallisieren aus Wasser ein Platinsalz, dessen Platin- 
gehalt dem des Cholinplatinats nahezu entsprach. 

0,1469 g Substanz gaben 0,0467 g Pt = 31,80°/o Pt. 

Der Wert von 33,04°/o Pt ist vielleicht bedingt durch 
das Vorhandensein des bei der folgenden Hydrolyse nachge- 
wiesenen Aminoathylalkohols. 

Aus dem Hydrolysat wurde das Baryumsalz der Glycerin- 
phosphorséiure gewonnen. Der Riickstand, der nach dem Aus- 
ziehen der im Alkohol léslichen Anteile zuriickblieb, wurde in 
Wasser gelést, mit Alkohol gefallt, getrocknet. Dann wurde 
das Salz noch einmal durch Auflésen in Wasser und Fillen mit 
Alkohol gereinigt. Das bei 105° getrocknete Baryumsalz gab: 

0,4045 g Substanz gaben 0,2865 g BaSO, = 41,699/o Ba 
und 0,1398 g Mg,P,0, = 9,62°/o P. 

0,3357 g Substanz gaben 0,2409 g BaSO, = 42,24°/o Ba. 

0,7171 g Substanz gaben 0,2497 g Mg,P,0, = 9,69°/o P. 

Theorie fiir C,H,PO,Ba + H,O: Ba = 42,22 
P== 9,68. 
Q* 
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Spaltung von 175 g Lecithin mit wasseriger Baryt- 
losung. 


Die Barytl6sung befand sich in einer grofen Porzellan- 
schale, die in ein Wasserbad pafte und durch eine mit Tubus 
versehene Glasglocke abgeschlossen werden konnte. Durch den 
Tubus der Glocke wurden vermittelst eines dreifach durchbohrten 
Korkstopfens eine Riihrvorrichtung, ein Kugeltrichter und ein 
Gasableitungsrohr eingefiihrt. Das Lecithin wurde in 21 Ather 
gelist und tropfenweise in die heife Barytlésung einflieBen 
gelassen. Durch die mechanische Riihrung wurde fiir feinste 
Verteilung des entstehenden Niederschlags und damit fiir voll- 
stiindige Zersetzung gesorgt. Die Dampfe (Wasserdampf, Ather) 
muBten durch eine mit der Wasserstrahlpumpe verbundene Vor- 
lage streichen, in welcher sich 5°/oige Schwefelséure befand. 

Fliichtige Basen waren bei dieser Zersetzung nicht auf- 
getreten, denn die verdiinnte Schwefelséure gab mit Phosphor- 
wolframsiure keine Fallung und nach dem Versetzen mit Baryum- 
chloridlésung und Eindampfen zur Trockne konnte ferner fest- 
gestellt werden, dafi keine organische Verbindung zuriick- 
geblieben war. 

Die angewandten 175 g Lecithin mit 1,285°/o N enthielten 
2,249 g N. Diese konnten dann in den einzelnen Fraktionen 
wieder gefunden werden (96,8 °/o). 

Die in feiner Form ausgeschiedenen Baryumverbindungen 
(A) wurden abgesaugt und wiederholt gut ausgewaschen. Sie 
enthielten 0,344 g N entsprechend 0,20°/o des Lecithins und 
15,3°/o des Gesamtstickstoffs. 

Nach dem Erwarmen dieser Baryumverbindungen mit iiber- 
schiissiger Schwefelsiure wurden Fettsiuren erhalten, die noch 
den gréBten Teil des N enthielten. Das Filtrat von den Fett- 
siiuren gab selbst beim starken Konzentrieren mit Phosphor- 
wolframsiure nur eine ganz geringe Fallung. Es enthielt iberhaupt 
nur geringe Stickstoffmengen, gab dagegen mit Fehlingscher 
Lésung starke Reduktion. 

Das Filtrat von den Baryumverbindungen wurde nach der 
von Hoppe-Seyler angegebenen, in unserem Laboratorium 
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auch fiir den Nachweis der Spaltungsprodukte pflanzlicher Le- 
cithine verwendeten Methode aufgearbeitet. Es wurde zunichst 
Kohlensdure eingeleitet, von BaCQ, abfiltriert, dann ganz ein- 
gedunstet und der Riickstand mit Alkohol wiederholt ausgezogen. 
Der verbliebene Riickstand enthalt die Glycerinphosphorsaure- 
fraktion (D). Die alkoholische Losung wurde eingedunstet, mit 
Wasser aufgenommen, Schwefelsiure zugefiigt, bis 5°/o davon 
vorhanden war, und nun mit Phosphorwolframsiaure ausgefiaillt. 
Die Fallung (B) wurde gut ausgewaschen. Filtrat und Wasch- 
wisser wurden auf 1 Liter gebracht (C). 
Es wurde nun auch in den Fraktionen B, C und D der 
Stickstoff bestimmt. 
Phosphorwolframsaurefallung (B). Erhalten 95,33 g. 
3,0212 g gaben 0,03717 ¢g N in 95,33 ¢g 1,1731¢ N 
4.5905 >» » 0,05331>» » » 95,33» 1,1073¢ » 
Mittel 1,1402 g N. 
Filtrat der Phosphorwolframfallung (C) 1 1. 
30 ccm gaben 0,0155 g N, in 11 0,310g N 
50 >» » 0,0153> » » 11 0,306» » 


Mittel 0,308 g N. 


Glycerinphosphorsaurefraktion (D) in 600 ccm Wasser geldst. 
50 cem gaben 0,03147 g N in 600 cem 0,3776 g N 
50 » »  0,038271 » » » 600 » 0,3925 g » 


Mittel 0,3850 g N. 




















Stickstoffverteilung. 
Fraktion g N | Prozent des Lecithins |Prozent des Gesamtstickstoffs 
A.. .| 0,344 0,20 15,3 
B 1,140 | 0,65 50,7 
C 0,308 | 0,18 13,7 
D 0,385 | 0,22 17,1 
| 2,177 1,25 96,8 
Im Lecithin | , , : 
gefunden 2,249 1,285 100 
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Phosphorwolframsaurefallung (Fraktion B). 


Die Fallung wurde mit Baryt zerlegt, das Filtrat des 
Baryumniederschlags durch Einleiten von Kohlensdéure vom 
Baryum befreit und die Basenlésung mit Salzsdéure angesduert. 
Es muBte mehreremals von ausgeschiedenen dunklen Zersetzungs- 
produkten abfiltriert, dann mit Tierkohle entfarbt werden. Schlief- 
lich wurde zur Trockne eingedunstet, getrocknet, mit absolutem 
Alkohol aufgenommen und mit alkoholischer Sublimatlésung aus- 
gefillt. Das Filtrat wurde konzentriert und mit tiberschtssiger 
Sublimatlésung versetzt, die Fallungen vereinigt. Das aus der 
Fillung mittels Schwefelwasserstoff erhaltene Chlorid krystalli- 
sierte im Exsikkator in langen Nadeln. Mit Goldlosung gefillt, 
gab eine Probe: 

0,2421 g Substanz gaben 0,1075 g Au = 44,42°/o Au. 

Aus der Mutterlauge wurde noch eine Krystallisation 
erhalten: 

0,1109 g Substanz gaben 0,0494 g Au = 44,55°/o Au. 

Fiir Cholinchloraurat berechnet: 44,50°/o Au. 

Die Ausbeute an Cholinchlorhydrat in dieser Fraktion be- 
trug ber 10g. Aus dem Filtrat der Quecksilberfallung lief 
sich keine Base fassen. 


Filtrat der Phosphorwolframfallung (Fraktion C),. 


Das Filtrat wurde nach Ermittlung seines Stickstoffgehaltes 
mittels Baryt von den Sauren befreit, dann der iiberschiissige 
Baryt durch Kohlensiure entfernt, die Lésung mit Salzsaure 
neutralisiert, eingedunstet bis zur Trockne und tiber Schwefel- 
siure gestellt. Die trockene Masse wurde wiederholt mit Alkohol 
ausgezogen. Der Riickstand enthielt noch 0,028 g N, auBerdem 
etwas Baryum und Glycerinphosphorsdure. 

Die alkoholischen Ausziige wurden eingedunstet und mit 
Wasser aufgenommen. Es wurde mit Salzséure angesduert, 
von Zersetzungsprodukten, die sich beim Einengen ausschieden, 
wiederholt abfiltriert, dann ganz eingedampft und tiber Schwefel- 
siure getrocknet. Die trockene Masse wurde in absolutem Alkohol 
aufgenommen, von etwas Kochsalz abfiltriert und mit alkoho- 








Uber aus Pflanzensamen erhiltliche Verbindungen. I. 23 


lischer Sublimatlosung ausgefiallt. Diese Fallung war sehr gering, 
sie enthielt wahrscheinlich den gr6éften Teil des der Fillung 
mit Phosphorwolframséure entgangenen Cholins, doch konnte 
dies nicht mit Sicherheit erwiesen werden. Das Filtrat der 
Quecksilberfallung wurde mittels Schwefelwasserstoff vom Queck- 
silber befreit. Das Filtrat vom Schwefelquecksilber wurde zu 
einem Sirup eingedunstet, der auch nach mehreren Wochen im 
Vakuumexsikkator nicht krystallisierte. Da er aber noch Stick- 
stoff enthielt, mit Phosphorwolframsdéure, nicht aber mit Gold- 
lésung eine Fallung gab, so wurde geschlossen, dafi hier eine 
vom Cholin verschiedene Base vorliegen miisse. 

Nach mehrmonatlichem Verweilen im Exsikkator schieden 
sich aus dem Sirup feine Nadelchen aus, das salzsaure Salz 
der neuen Base. Die Menge desselben war sehr gering. Ein 
guter Teil mufte nun noch fiir orientierende Reaktionen ge- 
opfert werden. Der Rest enthielt aufer der Base noch Koch- 
salz und organische Verunreinigungen. Die Krystalle wurden 
auf einen Tonscherben gestrichen, tiber Nacht stehen gelassen, 
das in den Scherben gegangene salzsaure Salz mit Wasser 
extrahiert, eingedunstet und getrocknet, mit absolutem Alkohol 
von etwas Kochsalz befreit und mit dem alkoholischen Aus- 
zug des auf dem Scherben zuriickgebliebenen vereinigt. 

Dann wurde der Alkohol abgedunstet, der Riickstand mit 
wenig 5°/oiger Schwefelsiure aufgenommen und mit konzen- 
trierter Phosphorwolframséurel6sung unter Vermeidung eines 
Uberschusses gefallt. Die Fallung wurde nach langerem Stehen 
mit etwa 5°/oiger Schwefelséure ausgewaschen, dann mit Baryt 
zerlegt, die vom Baryt befreite Lésung wieder mit Salzsaure 
angesduert und eingedunstet. Es schieden sich wieder Kry- 
stallchen aus. Es wurde nun mit Goldlésung und Salzsaure 
versetzt. Es entstand keine Triibung, nach einiger Zeit aber 
eine Krystallisation. Durch weiteren Zusatz von Goldlésung 
und konzentrierter Salzsdure vermehrte sich die Krystallisation, 
gleichzeitig trat aber eine geringe Goldausscheidung ein, von 
welcher mehreremale abfiltriert werden muBte. Die stets wieder 
eingeengte Lésung schied schlieBlich mehrere sehr sch6n aus- 
gebildete Krystalle aus, welche analysiert werden konnten. 
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0,3023 g gaben nach dem Ausfallen des Golds durch 
Schwefelwasserstoff und Gliihen des Goldsulfids 0,1490 g Gold, 
entsprechend 49,29°/o Au. 

Das Goldsalz schmolz ohne Zersetzung unter vorher- 
gehendem Erweichen bei 186—187°. 

Der Goldgehalt, Schmelzpunkt und das Verhalten gegen 
Fallungsmittel sprach dafiir, daf hier das Aurat des zuerst 
von Wurtz!) dargestellten, spater von Knorr?) naher be- 
schriebenen Aminoathylalkohols vorliege. Fir Aminoathyl- 
alkoholchloraurat C,H,ON - HCl - AuCl, berechnet: 49,17°/o Au. 

Die Identifizierung und der Vergleich mit synthetischen 
Priparaten ist schon beschrieben worden. 3) 


Fraktion D. 


Diese Fraktion, welche die Hauptmenge der Glycerin- 
phosphorsaure enthielt (ein Teil wurde in der Fraktion C nach- 
gewiesen), schlof noch 0,385 g N ein. Von diesem Stickstoff 
gehorte wenigstens ein Teil dem Cholin an, das in dieser 
Fraktion zuriickblieb. Die Lésung wurde mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. Das Filtrat davon enthielt nur geringe Stickstoff- 
mengen und wurde daher nicht weiter untersucht. Aus der 
Phosphorwolframsiaurefallung wurden in bekannter Weise die 
Basen regeneriert und die alkoholische Losung der Chlorhydrate 
mit alkoholischer Sublimatlésung gefallt. Das Filtrat von dieser 
Fallung enthielt noch basischen Stickstoff. Ob hier Aminoathyl- 
alkohol vorlag, konnte indessen nicht mehr gepriift werden. 
Die Sublimatfallung gab etwa 1 g schon krystallisiertes salzsaures 
Cholin. Ein Teil desselben wurde in das Goldsalz tbergefihrt. 

0,3388 g Goldsalz gaben 0,1503 g Au = 44,36°/o Au. 
Das Salz schmolz bei schnellem Erhitzen bei 262—263°. 

Beim weiteren Einengen wurde eine zweite Krystallisation 
erhalten. 

0,1118 g Goldsalz gaben 0,0496 g Au = 44,38°/o Au. 

Fiir Cholinchloraurat berechnet: 44,50°/o Au. 





') Wurtz, Annalen der Chemie, Bd. 114, S. 51. 
*) Knorr, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 30, S. 910 (1897). 
’) G. Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 383 (1911). 
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Auch dieses Salz schmolz bei 262—263°, gleichzeitig mit 
einem Vergleichspraparat. 


Phaseoluslecithin II. 


Der alkoholische Extrakt wurde von den ausgeschiedenen 
Rohrzuckerkrystallen abgegossen, der Alkohol im Vakunm ent- 
fernt, der Riickstand mit Ather und Wasser aufgenommen und 
zur Scheidung der entstandenen Emulsionen mit Kochsalz und 
Alkohol versetzt. Es wurde nun mit Kochsalzliésung so lange 
ausgewaschen, bis die Waschwisser keine Reduktion der Feh- 
lingschen Loésung mehr zeigten. Das Auswaschen muBte zu 
diesem Zwecke sehr oft wiederholt werden. Die ersten Wasch- 
wiisser gaben auch mit Phosphorwolframsaure Fiillungen. Die 
schlieBlich zuriickgebliebene atherische Losung kann als frei 
von wasserldslichen Substanzen betrachtet werden. Bei der 
Hydrolyse des daraus dargestellten Lecithins erhalt man eine 
Menge von reduzierender Substanz (etwa 2,5°/o als Glukose 
berechnet), die auch bei weiterer Reinigung konstant bleibt, 
jener des Lecithins der ersten Darstellung entspricht und auch 
innerhalb der Grdfenordnung liegt, die bei anderen ausge- 
waschenen Leguminosenlecithinen erhalten worden ist. Man 
kann also als sichergestellt betrachten, dafi das in der be- 
schriebenen Weise dargestellte «Gesamtlecithin» der Bohnen- 
samen rund 2!/2°/o «Zucker» chemisch gebunden enthalt. 
Die ausgewaschene dtherische Loésung wurde getrocknet, der 
Ather zum gréften Teil abdestilliert und in einer Probe der 
Riickstand nach der Trocknung auf P-, N- und «Zucker»-Gehalt 
gepriift. Dieser Riickstand kann als «der bei der Extraktion 
mit warmem Alkohol in Lésung gegangene Anteil des Rohfetts» 
bezeichnet werden. Er besteht zur gré8eren Hilfte aus den 
Bestandteilen des «Gesamtlecithins». 

1. 0,8868 g Substanz gaben 0,0586 g Mg,P,0, = 1,84°/o P 


2. 0,8889 > > » 00585» » = 1,83% P 
1.0,8127> >» » 0,0047 » N — 0,58 %/o N 
2.0,809% > > » 0,0049 » N — 0,60/o N 


0,9050g Substanz wurden 7 Stunden mit 5°/oiger Schwefel- 
siure unter Riickflu8 gekocht. Das Filtrat wurde auf 100 ccm 
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gebracht. Je 20 ccm = 0,1810 g Substanz gaben (nach Ber- 
trand:)!) 

1. 0,6 cem KMn0O, 

2. 0,7 » , Mittel 0,633 ccm KMnQ,. 

3. 0,6 » > 

1 ccm KMnO, entsprach 9,83 mg Cu. 

0,633 cem daher 6,22 mg Cu = 3,05 mg Glukose oder 
1,68°/o Glukose (oder als Galaktose = 1,77°/o). 

Die Hauptmenge der vom Ather gr6Btenteils befreiten 
Losung wurde mit Aceton unter Zusatz von alkoholischer Mag- 
nesiumchloridlésung (nach einem Vorschlag von Nerking?)) 
ausgefiillt und die plastische Fallung mit stets neuen Mengen 
Aceton durchgeriihrt. Eine zur Gewichtskonstanz getrocknete 
Probe dieser Fiillung gab: 

1. 0,6647 g Substanz gaben 0,0779 g Mg,P,0, = 3,27°/o P 


2. 0,7863 » > » 00924 » » =8,27% P 
1.0,7817> >» , 0,00738 » N = 0,94°/o N 
2. 0,3018 > > » 0,00314 » N = 1,04/> N 


0,6100 g Substanz wurden mit Schwefelséure hydrolysiert, 
das Filtrat auf 100 ccm gebracht. Je 20 com = 0,1220 g Sub- 
stanz gaben (nach Bertrand): 

1. 0,60 com KMnO, | Mittel = 0,61 com KMnO, = 6,0 mg Cu 
2. 0,62 » > = 2,95 mg Glukose. 


Entsprechend 2,44°/o Glukose (oder 2,57°/o Galaktose). 
Zu weiterer Reinigung wurde eine Probe der mit Aceton 
erhaltenen Fallung wieder in Ather gelést und noch einmal 
mit Aceton gefallt. Eine andere Probe wurde aus dtherischer 
Lésung mit 95°/oigem Alkohol gefallt. Die getrockneten Pra- 


parate gaben: 


') Siehe Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiol.- und 
pathol.-chem. Analyse, 8. Aufl., S. 658. (Es wird die Menge des gebildeten 
Kupferoxyduls dadurch bestimmt, daf’ man es mit einer Lésung von 
Ferrisulfat in Schwefelsiure behandelt und die Menge des gehildeten 
Ferrosulfats mit einer eingestellten Permanganatlésung titrimetrisch er- 


mittelt.) 
*) Nerking, Biochem. Zeitschr., Bd. 23, S. 262 (1909). 
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Acetonfiallung : 
1. 0,6545 g Substanz gaben 0,0843 g Mg,P,0, = 3,58°/o P 
2. 0,3587 » , » 00,0443 >» » = 3,43°/o P 
1. 0,8555 » » »  0,00795 » N = 0,93°/o N 
2. 0,9732 » . »  0,00853 » N = 0,99°/o N 


0,3812 g Substanz mit Schwefelsiure hydrolysiert, das 
Filtrat auf 100 ccm gebracht. Je 20 ccm = 0,0762 g gaben: 
1. 0,4 ccm KMnO, | 0,4 ecm KMnO, = 3,85 mg Cu 

2. 0,4 » » J == 1,9 mg Glukose. 

Entsprechend 2,49°/o Glukose oder 2,63°/o Galaktose. 

Die Ather und Aceton enthaltende Mutterlauge enthiilt 
nicht etwa nur «<acetonlésliche Phosphatide». Durch Abdunsten 
der Lésungsmittel, Aufnehmen mit wenig Ather kann man 
vielmehr mittels Aceton oder Alkohol noch betriachtliche Mengen 
«Lecithin» gewinnen, welches einmal isoliert, selbst in heibem 
Aceton wenig ldslich ist. *) 


Alkoholfallung : 
1. 0,5704 g Substanz gaben 0,0671 g Mg,P,0, = 3,28°/o P 
2. 0,4956 » » wurden nach der Veraschung mit 


Salpetersodagemisch und Auflésen in Essigsiure mit einer ein- 
gestellten Uranyl-Acetatlésung mit Cochenilletinktur und Ferro- 
cyankalium als Indikatoren titriert.?) 1 ccm der Uranlésung 
zeigte 0,00212 g P an. Es wurden 7,9 ccm Uranlésung ge- 


braucht, entsprechend 0,01675 g P = 3,38°/o P 
N: 1. 0,5558 g Substanz gaben 0,00461 » N = 0,83°/o N 
2. 0,3089 g » »  (0,00285 » N = 0,90°/o N 


0,6960 g Substanz mit Schwefelsiure hydrolysiert. Filtrat 
auf 100 ccm. Je 20 ccm = 0,1392 g gaben: 


‘) Viad. Njegovan (I. c.) nennt eines seiner Priparate (8), eine 
eingedunstete Mutterlauge aus einer Fallung einer atherischen Phosphatid- 
lésung mit Aceton, ein Priparat, welches 1,75°/o P und 2,84°%/o N ent- 
hielt, <ein fliissiges, in Aceton lésliches Phosphatid». Solche Praparate, 
welche «<Lecithine» enthalten, aber durch den Gehalt an anderen Bestand- 
teilen des Rohfetts acetonléslich sind, sollte man nicht in dieser Weise 
benennen. 

*) Siehe Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiol.- und 
pathol.-chem. Analyse, 8. Aufl., S. 574. 

A. Vozarik, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 433 (1912). — Diese 
Phosphorbestimmungsmethode habe ich spiter nicht mehr angewandt. 
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1. 0,7 ccm KMnO, | Mittel 0,75 ccm KMnO,: 7,38 mg Cu = 
2. OB > J 3,62 mg Glukose. 

Entsprechend 2,60°/o Glukose oder 2,76°/o Galaktose. 

Die Mutterlauge der Alkoholfallung hinterlieB nach Ab- 
dunsten der Lésungsmittel einen Riickstand, der nicht in Aceton, 
wohl aber in Alkohol léslich war. Hinsichtlich der Léslichkeit 
in Alkohol ist also ein Unterschied in den beiden Fraktionen 
zu konstatieren. Doch wurde auch der im Alkohol losliche 
Anteil nach lingerem Stehen immer weniger léslich. Jedenfalls 
erschwert diese Eigenschaft die Verwendung von Alkohol zur 
Trennung der einzelnen Bestandteile des Gesamtlecithins. Schon 
E. Schulze und Likiernik (lI. c.) fanden einen Teil des Leci- 
thins aus Leguminosensamen in Alkohol schwer léslich. 

Ich léste nach diesen Vorpriifungen die ganze Ausbeute 
des einmal mit Aceton gefiillten Lecithins in Ather und fiillte 
mit Alkohol, so lange noch eine Ausscheidung zu bemerken 
war. Es wurde nun sowohl die Fallung als auch der im Alkohol 
geliste Anteil, dessen Menge gering gegeniiber der Menge des 
gefillten war, analysiert. Beide Teile differierten nur wenig im 
Phosphor- und Zuckergehalt, dagegen war der Stickstoffgehalt 
des im Alkohol gelést gebliebenen etwas hoher, aber auch 
nur so grof, wie jener des Praparats aus der ersten Darstellung. 


Alkoholfallung (Hauptmenge): 


1. 0,6950 g Substanz gaben 0,0811 Mg,P,0, = 3,25°/o P 
2. 0,7380 » . » 00,0802 >» == 3,03°/o P 
3. 1,0600 » ? > 0,1233 » = 3,24°/o P 
1. 0.6635 > > » 0,00550¢g N  =0,83% N 
2. 0,7510 » > »  0,00619 » N = 0,83°/o N 


1,8590 g Substanz wurden mit 45 ccm /1-Salzsdéure 
8 Stunden unter Riickflu{kiihlung gekocht. Das Filtrat wurde 
auf 100 ccm gebracht. Je 20 ccm = 0,3718 g gaben: 
1. 1,9 ccm KMnO, | Mittel 2,0 com KMnO, = 19,6 mg Cu = 
2.24 » . @ 9,6 mg Glukose. 
Entsprechend 2,58°/o Glukose oder 2,73°/o Galaktose. 
Der Riickstand der Fettséiuren enthielt 0,0046 g N = 0,28°/oN. 


i 
| 
\ 
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1,8930 g Substanz wurden mit 45 ccm "/1-Salzsiiure 
16 Stunden unter Riickflubkiihlung gekocht. Das Filtrat wurde 
auf 100 ccm gebracht. Je 20 ccm = 0,3786 g gaben: 


1. 1,9 cem KMn0O, 
2. 1,85 » 
3.1.9 » > | 


| Mittel 1,88 cem KMnO, = 18,48 mg Cu 
= 9,06 mg @iukase. 


Entsprechend 2,40°/o Glukose oder 2,53°/o9 Galaktose. 
Der Riickstand der Fettsauren enthielt 0,00416 g N = 0,22°/0 N. 

In einer weiteren Probe wurde untersucht, wie sich die 
reduzierende Substanz bei der Spaltung mit Baryt verhiilt. 

4,2333 g Substanz wurden mit einer warm gesiittigten 
Loésung von reinem Baryt eine Stunde gekocht. Dann wurde 
die Lésung abgegossen, der Rtickstand wiederholt mit heiBem 
Wasser ausgekocht. Sowohl der Riickstand der Baryumver- 
bindungen wie das Filtrat derselben wurde durch Kochen mit 
verdiinnter Saéure hydrolysiert. Die Baryumverbindungen ent- 
hielten 31,3 mg Zucker (als Glukose berechnet). Das Filtrat 
dagegen 81,7 mg. Im ganzen sind also 113 mg Glukose wieder- 
gefunden worden, entsprechend 2,67°/o Glukose. Die redu- 
zierende Substanz ist also nach der Barytspaltung wiedergefunden 
worden, und zwar groftenteils im Filtrate von den Baryum- 
verbindungen. (Dieses Filtrat reduziert die Fehlingsche Lésung 
erst nach Hydrolyse mit Siéuren.) 

Der im Alkohol gelést gebliebene Anteil gab nach dem 
Trocknen: 


1. 0,9221 g Substanz gaben 0,1034 g Mg,P,0, = 3,12°/o P 
2. 0,9240 » > »  0,10195 » , = $,07°/o P 
1. 0,8845 » » » 0,01136 » N = 1,28°/o N 
2. 0,9307 » » »  0,01152 > N = 1,24°/o N 


4,6190 g Substanz wurden mit 150 ccm 5°/oiger Schwefel- 
sdure 8 Stunden unter RiickfluBkiihlung gekocht. Das Filtrat 
wurde auf 200 ccm gebracht. Je 20 ccm = 0,4619 g gaben: 


1. 2,15 ccm KMnO, | Mittel 2,15 com KMnO, = 21,13 mg Cu 
2. 2,15 >» » = 10,35 mg Ghee, 


Entsprechend 2,24°/o Glukose oder 2,37°/o Galaktose. 
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0,9460 g Substanz wurden mit 5°/oiger Schwefelsiure 
4 Stunden unter Riickflu{B gekocht. Der Riickstand der Fett- 
sduren enthielt 0,0032 g N = 0,34°/o N. 

Das Filtrat wurde in zwei Hilften geteilt. Die eine gab 
0,0044 g N, die andere 0,0046 g N, zusammen also 0,0090 g N 
= 0,95 %o N. 

0,34°/o +- 0,95°/o = 1,29°/o N. Die direkte Bestimmung 
gab im Mittel 1,26°/o N. 

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der gefundenen 


Mittelwerte. 























| Roh- Nach der EineProbe) Eine Probe| Haupt- = —[m 
epee ren | og | des menge 
lecithin L.Fallung 2 Male | mitAceton (mit Aceton Alkohol 
| go Maie ae * eh 
fett- "ar ae igereinigten, gereinigt) geljst 
oe) ME mitAceton mit Alkohol mit Alkohol, ® vend 
| haltig | Aceton | gefallt | gefallt gefallt | Anteil 
: i | 
"ee | 1,84 | 3,27 3.51 3,33 B17 | 3,10 
ee | 0,59 | 0,99 0,96 0,87 0,83 | 1,26 
Reduzierende| | | 
Substanz | | | 
als Glukose.| 1,68 | 2,44 2,49 2,60 2,58 | 2,24 
als Galaktose| 1,77 | 2,57 2.63 2.76 2,73 | 2,37 











Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, dab der ge- 
wiinschte Reinheitsgrad schon bei der ersten Behand- 
lung mit Aceton erreicht worden ist. 

Der weitaus gr6fte Teil war in Alkohol unléslich. Nach 
S. Frankel') soll man in Alkohol unlosliche, lecithinaéhnliche 
Lipoide als Kephaline bezeichnen. Vom Kephalin Thudichums, 
Kochs, Frainkels und Neubauers, sowie anderer Autoren 
weicht obiges Priparat aber noch in mehreren Punkten ab, 
insbesondere in seinem geringen Stickstoffgehalt und seinem 
Gehalt an reduzierender Substanz. Es wurde schon darauf 
hingewiesen, daS unsere Préiparate mit dem Alter an Léslich- 
keit in Alkohol einbiiBen. Vielleicht beruht dies auf einer Oxy- 
dation ungesattigter Fettséureradikale. 


') S. Frankel, Ergebnisse der Physiologie, Bd. 8, S. 212 (1909). 
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Euler und Nordenson (I. c.) bemerken, daf die Lés- 
lichkeit des Lecithins in Alkohol gegeniiber der Unloslichkeit 
von Diaminophosphatiden bei pflanzenchemischen Arbeiten 
noch wenig ausgiebig zur Trennung dieser beiden benutzt 
worden ist. 

Es mag der Hinweis nicht ohne Interesse sein, dab die 
Uberschatzung der Léslichkeit des pflanzlichen Lecithins in 
Alkohol vielleicht eines der Hauptmomente gewesen ist, die 
F. Hoppe-Seyler') zu der Anschauung gefiihrt haben, daf 
Chlorophyllan «eine Verbindung mit Lecithin oder selbst ein 
Lecithin» sei. 

Von dem mit Aceton gereinigten, dann aus itherischer 
Lésung mit Alkohol gefallten Praparat wurden 100 g (trocken) 
der Hydrolyse unterworfen. Sie wurden mit einem Liter 1 °/oiger 
Schwefelsdure erst lingere Zeit am Wasserbade, dann 6 Stunden 
unter RtickfluBkiihlung gekocht. Die ausgeschiedenen Fett- 
siuren wurden mit warmem Wasser wiederholt ausgewaschen, 
dann in Ather aufgenommen. Dabei blieb ein Teil in Form 
eines unldslichen harzigen Zersetzungsproduktes zuriick. Aus 
der Stickstoffbestimmung eines aliquoten Teils berechnete sich 
die Menge des in den Fettséuren zuriickgebliebenen Stickstoffs 
auf 0,1308 g = 0,13°/o N. (Die Bestimmung so geringer Stick- 
stoffmengen in Gegenwart groBer Mengen Fettsiiuren kann 
freilich nicht mit der hier wiinschenswerten Genauigkeit aus- 
gefiihrt werden.) Die Fettsdiuren schlossen auch 0,123 g P, 
d. i. 3,8°/o des Gesamtphosphors ein. 

Das Filtrat von den Fettséuren und die damit vereinigten 
Waschwasser wurden auf 250 ccm gebracht und mit konzen- 
trierter Phosphorwolframsdure gefiillt. Die aufgearbeitete Fallung 
enthielt 0,364 g N, entsprechend blob 44°/o des Gesamtstick- 
stoffs. Durch Reinigung tiber das Quecksilberdoppelsalz konnte 
in langen Nadeln krystallisierendes, salzsaures Cholin erhalten 
werden. Eine Probe desselben gab mit Goldchlorid gefiallt 
Golddoppelsalze, die bis in die, aus den letzten Mutterlaugen 
erhaltenen Krystallisationen gut stimmende Goldwerte gaben: 





') F. Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. 5, S. 75 (1881). 
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1. 0,3382 g Substanz gaben 0,1501 g Au = 44,40 Au 
2. 0,2397 » > >» 00,1062» » = 44,30 » 
3. 0,2405 » : » ©0,1065> » = 44,30 » 


Andere Basen konnten aus der Phosphorwolframfallung 
nicht isoliert werden. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframsaurefallung wurde mit 
Baryt von den anorganischen Sauren befreit. Die aufgearbeitete 
Losung enthielt noch 0,187 g N und 1,576 g P, entsprechend 
50°/o des Gesamtphosphors. Durch Fallung mit Alkohol wurde 
das Baryumsalz der Glycerinphosphorsaéure abgeschieden. Das 
Filtrat davon sollte auJer Glycerin und reduzierender Substanz 
auch Basen (Aminoiathylalkohol) enthalten. Es gelang aber 
trotz vieler Miihe nicht, die vermuteten Verbindungen zu trennen 
und zu identifizieren. 

Das Baryumsalz der Glycerinphosphorséure wurde noch 
einmal aus wisseriger Lésung mit Alkohol gefallt. Es ent- 
hielt dann nach dem Trocknen noch 0,1°/o N. Es wurde dann 
ein drittes Mal durch Ausfallen mit Alkohol gereinigt. Beim 
Trocknen tritt stets wieder Verfarbung ein. 








Beitrag zur Biochemie der Protozoen. 
II. Mitteilung. 


Von 


Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1913 


Vor einiger Zeit') habe ich tiber die chemische Unter- 
suchung eines parasitisch lebenden Protozoons, der Goussia gadi 
(Eimeria gadi) berichtet, welches in der Schwimmblase von 
gewissen Seefischen (Gadiden) gefunden wird und als gelbe, 
klebrige, crémeartige Masse oft die ganze Schwimmblase dieser 
Fische ausfiillt. 

Als sich mir im letzten Winter durch giitige Vermittlung 
des Herrn Prof. Dr. J. Fiebiger wieder ein solches Material bot, 
habe ich daran zur Vervollstiindigung und weiteren Vertiefung 
der ersten Resultate weitere Untersuchungen vorgenommen. 

In erster Linie erschien eine zusammenhiingende Unter- 
suchung des Fettes dieser Protozoen wiinschenswert, um es 
mit dem Fette des Wirttieres vergleichen zu kénnen. In der 
ersten Untersuchung war ferner nichts Kohlenhydratihnliches 
gefunden worden, es wurde damals das Vorkommen von Mannit 
vermutet. Die vorliegende Untersuchung war daher speziell auf 
die genannten Stoffe gerichtet. Endlich sollte die Untersuchung 
nahere Aufschliisse tiber den schwefel- und phosphorfreien 
Eiweibstoff liefern, aus welchem die Kapseln der Sporen dieser 
Tiere bestehen. 

Das Material, welches verarbeitet wurde, stammte aus 
den Schwimmblasen von zwei Kohlern (Gadus virens) und drei 
Schellfischen (Gadus aeglefinus), welche in frischem (nicht ge- 
frorenem) Zustande nach Wien gelangt waren. Das Gewicht 
der sorgfaltig aus den Schwimmblasen ausgekratzten Masse be- 
trug zusammen 129,4 g. Diese Masse wurde zuerst auf dem 
Wasserbade getrocknet. Das Gewicht der Trockensubstanz 
betrug 20,9-g, entsprechend 16,1 °/o. 

Der moglichst fein zerriebene trockene Riickstand wurde 
im Atherextraktionsapparate drei Tage lang 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 109. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 3 
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1. mit Ather extrahiert. Das mit Ather extrahierte Pulver 
wurde darauf nacheinander mit folgenden Losungsmitteln ausge- 
zogen und zwar mit jedem Lésungsmittel méglichst erschépfend, 

2. mit 95°/oigem Alkohol, 

3. » Wasser, 


4. » 1/10°/oiger Salzsaure, 

5. » 1/10°/oiger Sodalosung, 

6. » ‘'/10%ciger Kalilauge, 

7. » sehr verdiinnter Essigsdure, 


8. » heiem Wasser, 
9. » 2%/oiger Kalilauge. 


I. Untersuchung des Fettes. 


Die Atherlésung aus dem Atherextraktionsapparate wurde 
destilliert, der Destillationsriickstand in einem tarierten Wige- 
glaschen im Vakuumexsikkator tiber konzentrierter Schwefel- 
siiure und Kautschukstiickchen bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Die Menge des trockenen Abdampfriickstandes betrug 
4.5924 g, entsprechend 3,55°/o der Coccidienmasse = 21,97°/o 
der Trockensubstanz. 

Quantitative Bestimmung des Cholesterins. 
2,4398 g dieses Fettes wurden in Alkohol gelést und mit Digi- 
tonin (Merck) gefallt. Die Menge des gesammelten, gewaschenen 
und getrockneten Niederschlages betrug 0,2881 g, entsprechend 
0,07003 g freiem Cholesterin. Diese Menge macht 2,87°/o des 
Fettes aus. 

Das derart vom Cholesterin und weiters in tiblicher Weise 
vom Digitonin befreite Fett wurde in Benzol gelést, mit Natrium 
und absolutem Alkohol zuerst bei Zimmertemperatur, nach voll- 
stiindiger Lisung des Natriums auf dem Wasserbade verseift 
und, wie schon wiederholt beschrieben worden ist, in Fett- 
siuren und «unverseifbaren Riickstand» getrennt. Das Gewicht 
des unverseifbaren Riickstandes betrug 0,8026 g = 32,90°/o. 

Aus diesem unverseifbaren Riickstande wurde wiederum 
mit Digitonin das Cholesterin abgeschieden. Das Gewicht des 
Digitonincholesterids betrug 2,6399 g, entsprechend 0,64176 g 
= 26,30°/o zu Estern gebundenem Cholesterin. 
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Das aus beiden Fallungen regenerierte Cholesterin war 
nach dem Umkrystallisieren farblos, zeigte nun die fiir Chole- 
sterin charakteristischen Krystallformen und den Schmelzpunkt 
145° (korr.). Rechnet man zu dem gewogenen unverseifbaren 
Riickstande die quantitative bestimmte Menge des freien Chole- 
sterins, so erhalt man als gesamten unverseifbaren Riickstand 
0,8726 g, entsprechend 35,77 °/o. 

Zieht man von dem unverseifbaren Riickstand die Menge 
des Cholesterins ab, so bleibt ein Rest von 0,1608 g = 6,60 °/o, 
welcher als die Menge der anderen hoheren Alkohole betrachtet 
werden muf. 

Dieser Rest des unverseifbaren Riickstandes von dem 
Losungsmittel und dem Digitoniniiberschusse getrennt bildete 
eine gelbe Olige Fliissigkeit, welche nach dem Umkrystallisieren 
aus heiBem Alkohol unter Anwendung von Tierkohle zu festen, 
farblosen Schollen wurde, die keine Andeutung einer krystalli- 
nischen Struktur zeigten. Bei der Cholestolreaktion lieferten 
sie zunachst eine rotbraune Farbe, welche erst nach etwa einer 
Stunde tiber olivgriin (nicht blau) in smaragdgriin tiberging. 
Ein Oxydationsversuch mit Chromsiéure in Eisessig fiihrte zu 
keinem greifbaren Resultate. Dieses Verhalten legt den Ge- 
danken nahe, ob dieser Rest des unverseifbaren Riickstandes 
nicht vielleicht wenigstens zum Teile aus Stoffen besteht, welche 
dem Cholesterin nahestehen. 

Untersuchung derFettsauren. DieFettsiuren, welche 
bei der Cholesterinbestimmung abgeschieden worden waren, 
wurden im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure und Kaut- 
schukstiickchen bis zum konstanten Gewichte getrocknet, ihr 
Gewicht betrug 1,1862 g. Es scheint mir nicht passend, aus 
dieser Zah] durch Hinzurechnen des unverseifbaren Riickstandes 
die Hehnersche Zah! zu berechnen, weil die bei den mannig- 
faltigen Operationen, welchen diese Fettséuren unterworfen 
waren, die Summe der kleinen, unvermeidlichen Verluste, welche 
jede einzelne Operation mit sich bringt, schon zu sehr ins 
Gewicht fallt. 

Diese Fettséiuren wurden zur Bestimmung ihres durch- 
schnittlichen Molekulargewichtes und ihrer Jodzahl verwendet. 


3* 
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Titration mit Lauge: 0,8815 g Fettsdéuren, in Alkohol ge- 
lost, verbrauchten zur Neutralisation gegen Phenolphthalein unter 
Anwendung von Zehntelnormallauge 3,760 ccm Normallauge, 
entsprechend einem Molekulargewichte von 234,4. 

Jodzahl: 0,3047 g Fettsauren, banden 0,3541 g Jod, ent- 
sprechend der Jodzahl 116,2. 

Verseifungszahl und Jodzahl des Fettes. 1,9057 g 
Fett, in Alkohol gelést, brauchten zur Neutralisation gegen 
Phenolphthalein unter Anwendung von Zehntelnormallauge 
1,219 ccm Normallauge, entsprechend der Siurezahl 35,89, 
und weiter, nachdem sie in tiblicher Weise mit alkoholischer 
Kalilauge verseift worden waren, 3,726 ccm Normallauge, ent- 
sprechend der Esterzahl 109,71. Die Verseifungszahl betrigt 
demnach 145,60. 

(),2504 g Fett banden 0,2517g Jod, entsprechend der Jodzahl 100,5. 

Untersuchung auf Seifen. Die getrocknete und mit 
Ather extrahierte Coccidienmasse wurde, wie schon erwiihnt, 
mit Alkohol ausgezogen. Dieser Alkohol (2) hinterlieB beim 
Verdampfen auf dem Wasserbade einen Riickstand, welcher, 
mit Wasser behandelt, eine triibe seifige Fliissigkeit lieferte. 
Diese wurde mit Essigsiure angeséiuert und wiederholt mit 
immer neuen Mengen Petrolither ausgeschiittelt. Die ver- 
einigten und filtrierten Petrolather hinterlieben beim Abdestil- 
lieren einen Riickstand, der nach dem Trocknen im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelséure und Kautschukstiickchen 0,4566 g, 
entsprechend 0,39°/o der Coccidienmasse = 2,18°/o der Trocken- 
substanz, wog und die fiir hohere Fettsiuren charakteristischen 
Keaktionen zeigte. 

0,1695 g dieses Riickstandes banden bei der Bestimmung 
der Jodzahl 0,0815 g Jod; die Jodzahl ist demnach 48,1. 

Untersuchung des Muskelfettes von Schellfischen. 
Die weitere Aufgabe, welche ich mir fiir das Fett der Coccidien 
gestellt habe, bestand in der Vergleichung dieses Fettes mit 
dem Fette des Wirttieres. In dieser Beziehung stehen mir 
die Angaben aus der Literatur iiber den Lebertran zur Ver- 
fiigung. Da aber bekanntlich bei Saéugetieren die Zusammen- 
setzung des Fettes verschiedener Organe ein und desselben 
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Tieres recht verschieden ist, so waren solche Verhialtnisse 
auch bei den Fischen zu erwarten. Ich habe daher als Gegen- 
stiick zum Lebertran das Muskelfett des Schellfisches heran- 
gezogen. Die Untersuchung dieses Fettes bot insofern wenig 
Aussicht, als der Fischmuskel recht arm an Fett ist. Immer- 
hin konnte ich aus dem von Haut, Flossen und Griten be- 
freiten Fleische von zwei Schellfischen durch Extraktion mit 
Ather soviel Fett gewinnen, da8 damit die Verseifungszahl und 
die Jodzahl bestimmt werden konnten. 

Aus 780 g Schellfischfleisch, entsprechend 155 g Trocken- 
substanz wurden gewonnen 1,7602 g im Vakuumexsikkator tiber 
Schwefelsiure getrocknetes Fett, entsprechend 0,226°/o Fett. 

Verseifungszahl: 1,6066 g Fett in Alkohol gelést brauchten 
zur Neutralisation gegen Phenolphthalein unter Anwendung von 
Zehntelnormallauge 2,021 cem Normallauge, entsprechend der 
Siurezahl 70,59, und weiter, nachdem sie in iiblicher Weise 
mit alkoholischer Kalilauge verseift worden waren, 3,423 ccm 
Normallauge, entsprechend der Esterzahl 119,54. Die Ver- 
seifungszahl betriigt demnach 190,13. 

Jodzahl: 0,2102 g Fett banden 0,2160 g Jod, entsprechend 
der Jodzahl 102.8. 


Zusammenstellung der Resultate. 


a) Coccidienfett. 


i en re er ee ae ee 3,55 °/o der Coccidienmasse 
Unverseifbarer Riickstand ....... . 38,77°/o des Fettes 
Cholestevim, freb. st tt we ee 2,.87°%o » > 
> zu Estern gebunden ..... 26,30°/o » > 
Andere héhere Alkohole ..... . ~ « « 6,60°%o » > 
Sdurezahl des Fettes ... ...e..-. . 35,89 
Verseifungszahl des Fettes.... .. -. . 145,60 
sodmamt Ges Feties . 2... ss wee ee 100,5 
Durchschnittl. Molekulargew. der Fettséuren . 234,4 
Jodzahl der Fettsfuren .........-. 116,2 
Fettsfiuren zu Seifen gebunden..... . 0,39°/o der Coccidienmasse 


Jodzahl der zu Seifen gebundenen Fettsiuren 48,1 
b) Muskelfett vom Schellfisch. 


Fettmenge....- . 0,226 °/o 
Sfurezal}) . . ... 70,59 
Verseifungszahl . . 190,13 


Jodaahl ... 6 2 + 102,8 
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Aus dieser Zusammenstellung ist unmittelbar ersichtlich 
der Reichtum des Coccidienfettes an Cholesterinestern, neben 
welchen eine verhaltnisméBig kleine Menge von freiem Chole- 
sterin erscheint, ferner auch der Reichtum an freien Fettsdéuren 
(Saurezahl). 

Wegen der Anwesenheit so grofer Mengen von Chole- 
sterinestern ist ein direkter Vergleich dieses Coccidienfettes 
mit dem Fette des Fisches nicht durchfiihrbar. Um einen Ver- 
gleich zu ermodglichen, sind in der folgenden Tabelle die Zahlen 
fiir Coccidienfett auf cholesterinfreies Fett umgerechnet worden. 
Diese Umrechnung darf nur als approximative aufgefabt werden, 
indem angenommen wurde, dafi die anderen héheren Alkohole 
dem Cholesterin ahnlich und nicht zu Estern verbunden sind. 
Der dadurch bedingte Fehler diirfte wohl nicht sehr groB sein. 
Es wurde demnach von der gesamten Fettmenge (100) die 
Menge des unverseifbaren Riickstandes (35,77) abgezogen und 
zu dieser Differenz (64,23) die dem veresterten Cholesterin 
(26,30) diquivalente Glycerinmenge minus Wasser (0,86) hinzu- 
gezihlt; auf die so erhaltene Zahl (65,09) wurde Saurezahl, 
Verseifungszahl und Jodzahl umgerechnet. Von dieser Jodzahl 
mute vorher noch die auf den unverseifbaren Riickstand, als 
Cholesterin betrachtet, entfallende Jodmenge (23,50) abgezogen 
werden. Diesen berechneten Zahlen werden in der folgenden 
Tabelle die Zahlen fiir das Muskelfett des Schellfisches und 
die Zahlen fiir Lebertran!) gegeniibergestellt. 























Cholesterinfreies Muskelfett on 
Coccidienfett {vom Schellfisch 
a) fiir das Fett: 
Sieresahl . .. 31.4. | 55,14 70,59 — 
Verseifungszahl. ... . 223,68 190,138 5 | 175,0—189,0 
MEE 4.46 AMA OO 1183 102,8 139,6—168,4 
b) fiir die Fettséuren: 
Molekulargewicht ... . 234,4 — | 287,8—292.5 
ee eee 116.2 — 164,9—170,1 





') Zitiert nach Benedikt-Ulzer, Analyse der Fette, 4. Auflage, 
Berlin 1903, S. 723. 
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Daf die Umrechnung auf cholesterinfreies Coccidienfett 
ziemlich richtig ist, geht daraus hervor, da sich aus der so 
erhaltenen Verseifungszahl unter Beriicksichtigung der Séiurezahl 
(die gebundenen Fettsdéuren nunmehr durchwegs als zu Glyce- 
riden gebunden betrachtet) fiir die Fettsiuren ein Molekular- 
gewicht von 241,3 berechnet, welches mit dem direkt bestimmten 
von 234,4 in Anbetracht der Verhiltnisse gut iibereinstimmt 
und dafi die berechnete Jodzahl zur Jodzahl der Fettsiuren 
ungefahr paBt, zumal da nur 3,81°/o des Fettes auf den Glycerin- 
rest (1/3 Glycerin minus Wasser) kimen. Die fiir cholesterin- 
freies Coccidienfett berechneten Zahlen mdégen vielleicht in 
dem eben angedeuteten geringen MaBe zu hoch ausgefallen sein. 

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich nun, daB die 
Zusammensetzung der Fettséuren und Glyceride des Coccidien- 
fettes wesentlich abweicht von der Zusammensetzung des 
Fettes des Wirttieres. Zwar mag die Jodzahl des Coccidien- 
fettes noch in die Grenzen jener Schwankungen fallen, welche 
die Zusammensetzung des Fischfettes nach Art, Individualitiit 
und Korperregion zeigt. Das durchschnittliche Molekulargewicht 
der Fettsaiuren ist aber beim Coccidienfette erheblich niedriger 
als beim Fischfette und dementsprechend die Verseifungszahl 
erheblich héher. 


II. Untersuchung auf Kohlenhydrate. 


Bei der Untersuchung auf Kohlehydrate war das Haupt- 
augenmerk auf den Nachweis von Zuckern und diesen nahe- 
stehenden Stoffen (insbesondere Mannit) gerichtet. Diese Stoffe 
wurden in dem alkoholischen Auszug (2) und dem wisserigen 
Auszuge (3) gesucht. 

Der Abdampfriickstand des alkoholischen Auszuges (2) 
war, nachdem er in Wasser gelést worden war, wie schon 
beschrieben worden ist, mit Petroliither ausgeschiittelt worden. 
Die vom Petroliither abgezogene Flissigkeit wurde auf dem 
Wasserbade eingeengt und nach Zusatz von Toluol anhaltend 
gegen wiederholt gewechseltes destilliertes Wasser dialysiert. 

Der wisserige Auszug (3) wurde nach dem Einengen auf 
dem Wasserbade und dem Ansiuern mit Essigsiure gleichfalls 
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wiederholt mit Petrolather ausgeschiittelt, welcher, wie sich 
zeigte, kaum Nennenswertes aufnahm. Die vom Petrolather 
abgelassene wisserige Fliissigkeit wurde zur Entfernung eines 
darin enthaltenen Eiweifstoffes mit dem doppelten Volumen 
Alkohol ausgefaillt, die filtrierte Fliissigkeit auf dem Wasserbade 
eingeengt und in einen mit Chlorcalcium beschickten Vakuum- 
exsikkator bis zur vollstandigen Entfernung des Alkohols ge- 
bracht. Dann wurde nach Zusatz von Toluol anhaltend gegen 
wiederholt gewechseltes destilliertes Wasser dialysiert. 

Die zusammengehorigen Dialysate wurden vereinigt, auf 
dem Wasserbade auf ein kleines Volumen eingeengt und, nach- 
dem sich bei der Priifung mit der Biuretreaktion gezeigt hatte, 
da sie eiweibfrei waren, zunichst auf folgende Reaktionen gepriift: 

1. Reduktion von Fehlingscher Lésung. 

2. Reduktion von Fehlingscher Lésung, nachdem die 
zu priifende Fliissigkeit langere Zeit mit verdiinnter Salzsiéure 
gekocht worden war. 

3. Reduktion von Fehlingscher Lésung, nachdem die 
zu priifende Flissigkeit mit Schwefelséure und etwas Kalium- 
bichromat gekocht worden war (Probe auf Mannit). 

4. Molischsche Reaktion mit a-Naphthol und konzen- 
trierter Schwefelsiure. 

Sowohl bei der Priifung des Dialysates aus dem wiisserigen 
Auszuge (3) als auch bei der Prifung des Dialysates aus dem 
alkoholischen Auszuge (2) fielen alle 4 genannten Reaktionen 
negativ aus. 

Nichtsdestoweniger wurden noch mit beiden Fliissigkeiten 
Kraktionierungsversuche mit Alkohol von verschiedener Kon- 
zentration angestellt und die einzelnen Fraktionen, soweit sie 
nicht aus reinem Kochsalz bestanden, in der beschriebenen 
Weise gepriift. Alle Proben, ebenso wie Fiallungsversuche mit 
Phenylhydrazin und Bromphenylhydrazin gaben durchwegs nega- 
tive Resultate, so dafi wohl mit einiger Sicherheit gesagt werden 
kann, dal} die Coccidienmasse weder einen Zucker, noch 
eine den Zuckern nahestehende Substanz enthielt 

Es mag nur noch erwahnt werden, dai der Dialysations- 
riickstand aus dem wiasserigen Auszug (3) eine klare Fliissig- 
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keit bildete, welche beim Verdampfen auf dem Wasserbade 
eine braune, amorphe Substanz hinterlief}. Dieser Abdampf- 
riickstand léste sich in Alkohol nicht, dagegen leicht in Wasser. 
Die wasserige LOsung zeigte keine Biuretreaktion, sie reduzierte 
Fehlingsche Losung nicht. Als sie aber mit verdiinnter Salz- 
siure durch 2 Stunden im Wasserbade erhitzt worden war, 
wirkte sie auf Fehlingsche Loésung kriiftig reduzierend. Man 
darf danach wohl die Anwesenheit eines im Wasser léslichen 
Polysaccharids vermuten. 


III. Untersuchung des keratinahnlichen Eiweifstoffes der 
Sporenkapseln. 

Der letzte Punkt des aufgestellten Arbeitsprogrammes, 
welcher sich mit der Ermittlung der Zusammensetzung des 
schwefel- und phosphorfreien Eiweifistoffes, aus dem die 
Sporenkapseln bestehen, hitte beschiftigen sollen, konnte 
leider nicht in der gewiinschten Ausdehnung durchgearbeitet 
werden, weil sich aus der vorliegenden Coccidienmasse dies- 
mal nur recht wenig von diesem Eiweifstoffe abscheiden lieb. 
Aus dem mit 2°/oiger Kalilauge bereiteten Auszuge (9) konnten 
nimlich durch Ausfillung mit Essigsaiure, mehrmals wieder- 
holtes Auflésen in 2°/oiger Kalilauge und Ausfiillen mit Essig- 
siure, schlieflich durch Auswaschen mit Wasser, Alkohol und 
Ather nur 1,403 g des gereinigten, trockenen Kiweibstoffes 
gewonnen werden. ‘Trotz der geringen Menge des Eiweibstoffes 
wurde dessen Spaltung versucht und zwar wurde zur Spaltung 
FluBsiure verwendet. Zur Trennung der Spaltungsprodukte 
voneinander wurden die sonst tiblichen Verfahren verwendet, 
doch mufte die Arbeit bei der fraktionierten Destillation der 
Aminosaureester abgebrochen werden, weil deren Menge dafiir 
doch allzu gering war. 

Mit groferer oder geringerer Wahrscheinlichkeit konnten 
folgende Spaltungsprodukte nach deren Isolierung nachgewiesen 
werden: 

Lysin, isoliert als Pikrat, daraus tibergefiihrt in das in 
Nadeln krystallisierende salzsaure Salz. 

Histidin, isoliert als Pikrolonat. 
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Arginin, isoliert als Pikrolonat (Schmelzpunkt 224° C.), 

Tyrosin, nach der Isolierung identifiziert durch Krystall- 
form und Millonsche Reaktion. 

Glutaminsdure,  identifiziert durch Titration des 
Chlorwasserstoffs nach Volhart in dem salzsauren Salz mit 
Zwanzigstelnormallisungen : 

0,0475 g Salz brauchten 2,59 ccm Zehntelnormalsilber- 
lisung, entsprechend 0,00919 g Chlor. 

Gefunden: 19,4°/o Cl. 
Berechnet: 19,32°!o0 Cl. 

Glykokoll, abgeschieden als salzsaurer Glykokollester. 

Die Ver6ffentlichung der Resultate dieses letzten, gewif 
nicht geniigend durchgearbeiteten Teiles dieser Untersuchung 
geschieht nur darum, weil ich nicht weif, wann ich wieder 
Zeit und Material fiir die Wiederaufnahme der Untersuchung 
dieses Eiweilstoffes finden werde. Doch kénnen diese an sich 
recht diirftigen Ergebnisse wohl die Vermutung rechtfertigen, 
daf der keratinihnliche Eiweifstoff der Sporenkapseln in 
seiner Zusammensetzung doch nicht so einfach ist, wie dies 
in der ersten Mitteilung vermutet wurde. 














Vergleichende Studien iiber Cerebrospinalflissigkeit 
bei Geisteskrankheiten. 1!. Dichte. 


von 


Dr. R. V. Stanford. 


(Research Chemist, Cardiff City Mental Hospital, England.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Mai 1913.) 


Die chemische Untersuchung bei Geisteskranken ist wiihrend 
des Lebens notwendigerweise hauptsdéchlich auf Harn, Faeces, 
Blut und Cerebrospinalfliissigkeit beschrinkt. Letztere verdient 
besondere Aufmerksamkeit wegen ihrer engen Beziehungen zu 
dem Zentralnervensystem, und zweifellos wiirde eine bessere 
Kenntnis von der Chemie dieses Produktes zu wertvollen Re- 
sultaten in der Diagnose und Prognose fiihren. Es ist von 
vornherein wahrscheinlich, dag Harn, Faeces und Blut bei 
Geisteskrankheiten zu sehr unter dem Einfluf der kirperlichen 
Krankheiten, die die geistigen oft begleiten, sein wiirden, als 
dafi man aus ihrer Zusammensetzung ohne weiteres Schliisse 
auf den geistigen Zustand ziehen k6nnte. 

Ich habe es aus diesen Griinden unternommen, die Cere- 
brospinalfliissigkeit bei Geisteskranken vom chemischen und 
physikalisch-chemischen Gesichtspunkt aus zu studieren. 

In dieser Abhandlung werden die Resultate beschrieben, 
die bei den Dichtebestimmungen erhalten worden sind. 

Methodik. Die Dichte wurde in der iiblichen Weise 
mittels eines Pyknometers bestimmt. Zu diesem Zweck eignet 
sich die von mir friiher beschriebene Form!) und ich habe 
sie bei allen Versuchen verwendet. Nach dem Fiillen wurde 
das Pyknometer in einen Thermostat bei 25° gestellt und nach 
einer halben Stunde das Flissigkeitsniveau auf den Teilstrich 





1) Philosophical Magazine, 1904. Ref. im Chem. Zentralblatt. 
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gebracht, worauf das Pyknometer aus dem Thermostat entfernt, 
sorgfiltig diuferlich gereinigt und gewogen wurde. 

Die Resultate sind wie gewohnlich als «Dichte bei 25° 
bezogen auf Wasser bei 4°» (d*) ausgedriickt. 

Bei dem angewandten Pyknometer von ca. 5 ccm Inhalt 
betrigt der Versuchsfehler héchstens eine oder zwei Einheiten 
an der fiinften Dezimalstelle. 

Die Cerebrospinalfliissigkeit wurde von den Assistenz- 
iirzten!) durch Lumbalpunktion gewonnen und die Bestimmung 
moglichst bald nachher ausgefiihrt. Bei der Punktion ist ins- 
besondere die Verunreinigung mit Blut zu vermeiden. Wenn 
die Flissigkeit auch nur minimale Blutmengen enthilt, so ist 
sie fiir diesen Zweck ohne weiteres zu verwerfen. Vor dem 
Einfiillen in das Pyknometer wird die Fliissigkeit umgeriihrt, 
da sie bekanntlich feste Teilchen enthalten kann. Das Schiitteln 
ist zu vermeiden, weil die Fliissigkeit dann Luft aufnimmt, die 
spiiter im Thermostat als Blasen erscheint. 

Nach der Bestimmung laBt sich dasselbe Quantum Fliissig- 
keit selbstverstindlich fiir Messungen anderer Art verwenden, 
und es ist leicht, mit 5—6 cem Cerebrospinalfltissigkeit eine 
ganze Reihe exakter physikalischer und chemischer Bestim- 
mungen auszufihren. 

Resultate. Die untersuchten Fille habe ich in vier 
Klassen eingeteilt und die Versuchsresultate werden in den 
nachstehenden vier Tabellen wiedergegeben. In der Tabelle | 
handelt es sich um Falle von progressiver Paralyse. Tabelle Il 
bezieht sich auf Fialle von verschiedenen Geisteskrankheiten mit 
Ausnahme der progressiven Paralyse und der Epilepsie, und 
Tabelle III enthiélt die Resultate, die bisher bei den Epileptikern 
erhalten worden sind. Tabelle IV enthilt Fille von verschie- 
denen Geisteskrankheiten, die jetzt in den dementen Endzustand 
iibergegangen sind. 

Gelegentlich dieser vorliufigen Mitteilung scheint es mir 
liberfliissig, auf eine detaillierte Beschreibung der einzelnen 


‘) Insbesondere von meinem Kollegen, Herrn Dr. D. J. Jackson, 
dem ich auch hier meinen besten Dank aussprechen mochte. 





“ax 
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Fille einzugehen, obgleich es zuweilen anderen Autoren zum 
Vorwurf gemacht worden ist, daB sie solche Protokolle weg- 
gelassen haben. Bei dem gegenwartigen Stand der Psychiatrie 
griindet sich doch die Richtigkeit der Diagnose hauptsiichlich 
auf die Meinung erfahrener Arzte, und die Griinde ihrer Uber- 
zeugung sind in der notwendigen Kiirze kaum wiederzugeben. 
Die in den folgenden Tabellen angefiihrten Diagnosen beruhen 
also auf dieser Basis. 

Die unter «Fall Nr.» angegebenen Zahlen beziehen sich 
auf eine Laboratoriumsliste, worin simtliche untersuchten Fille 
numeriert werden. Sie dienen also zur Identilizierung der 
Patienten in dieser Abhandlung und auch in spiiteren Ver- 
Offentlichungen, da dieselbe Zahl immer denselben Patienten 
bezeichnen wird. 

Tabelle I. 


Progressive Paralyse. 
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| 
Fall | Datum | di; | Anmerkungen 
Nr. | | 
| 





11 19. XI. 12 1.00663 2 Tage nach der Punktion gestorben. 
5. XI. 12 | 1,00518 
23 | 16. XII. 12 1.00506 
54 | 21. 1V. 13 | 1,00503 


| 
| 
49 | 12. 1V. 13 1.00489 | a 
| 
| 


J 
t 


1 Monat nachher gestorben. 
Vorgeschritten. 
1 Tag nach der Punktion gestorben. 


57 | 31. Il. 13 | 1,00475 Beginnende Krankheit. 


1 10. XII. 12 1,00474 Vorgeschritten. 
15 | 26. XL i2| 1,00474 = 
20 | 10. XIL.12 | 1,00474 Vorgeschritten. 
21 | 10.XI112 100474 | : 
g | 12. XI. 12) 1,00472 | : 
6 1. IV. 13 1,00406 » 
20 | 25. I. 13 1,00466 | 
21/11. I. 13) 1,00466 | ‘ 
5 11. Ill. 13 1,00466 
$1. X. 12 | 1,00465 Vorgeschritten. 





i 

1 
14 | 26. XI. 12 1,00465 | _ 
6 5. XII. 12 1.00463 Vorgeschritten. 
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Tabelle I. — Fortsetzung. 





Anmerkungen 








1,00458 
1,00455 
1,00454 
1,00454 
1,00450 
1,00446 
1,00444 


Vorgeschritten. 
Beginnende Krankheit. 


8 Stunden nach einem Anfall. 


In Remission. 





> * 


Tabelle II. 





Diagnose 








oe 
© 


> em DO 


1,00439 
1,00455 
1,00442 
1,00437 
| 1,00453 
| 1,00448 
| 1,00448 
| 1,00448 
| 1.00465 
1,00482 
1,00455 
| 1,00461 
- 1,00504 
| 1,00539 


3 | 1.00547 


| 1,00457 


 1,00468. | 


Imbecillitat 
> 


Manisch-depr. Irresein; manische Phase. 


>» > ra >» 
>» > > » 
>» > >» >» 
>» > > » 


Manisch-depr. Irresein; depressive Phase. 
> > - >» 


Dementia praecox. 





>» > 
> > 
| Paranoia. 
| > 
> 
> 
> 
Amentia. 











~] 
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Tabelle III. 
Epilepsie. 
————————————————————————————— ee. 














Fall | oe | a2 Durchschnittliche Anzahl | Tage seit dem 
Nr. | | Anfaiie im Monat _ letzten Anfall 
51 | 10. II. 13) 1,00435 | 26 | 0 
19 | 2. XII. 12) 1,00468 20 | 0 
24 | 6. I. 13) 1,00455 20 | 2 
34 |27. I. 13} 1,00450 20 | 3 
34 |17. IL 13} 1,00448 20 | 3 
35 | 5. Il. 13} 1,00508 16 | 3 
30/20. 1. se 1,00469 5 | 2 
24 | 16. XII. 12} 1,00610 1 | 7 
26 | 6. 1 13} 1,00537 0%) | x 
42 |19. Il. 13) 1,00456 | 0) | op 
Tabelle IV. 


Demente Endzustinde. 
rm) 


Datum | ay? Anmerkungen 
Nr. 


33 | 27. I. 13) 1,00477 | Aet. 49. Frither manisch-depr. Irresein. 
40 | 31. III. 13) 1,00477 | Dementia senilis, aet. 64. 
64 | 12. IV. 13! 1,00482 | > >»  aet. 60. 
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Von den 28 F'iissigkeiten von Paralytikern fallen bei 20 
die Dichten zwischen 1,00454 und 1,00475. Drei liegen unter- 
halb 1,00454 und die iibrigen fiinf oberhalb 1,00475. Zwei 
von den Fallen, die unter 1,00454 liegen, waren in einer 
Remission. In fiinf Fallen betragt die Dichte mehr als 1,00475. 
Hiervon starb Nr. 7 an der Krankheit einen Monat nachher, 
Nr. 11 (dessen Dichte auffallend hoch war) starb zwei Tage 
nach der Punktion an der progressiven Paralyse, Nr. 54 starb 
an der Krankheit 1 Tag nach der Punktion und Nr. 23 steht 


auch im letzten Stadium der Krankheit. 





1) Anfalle selten; 2—3 im Jahre. 
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Wie aus der Tabelle I hervorgeht, wurde in einigen Fallen 
derselbe Patient mehrmals untersucht. In der folgenden kleinen 
Tabelle I®'’ werden solche Falle aus der Tabelle I zusammen- 
gestellt. 

Tabelle 1s, 


Progressive Paralyse. 











vs Datum | ay? | Anmerkungen 
Nr. | | 

1 31. X. 12 1,00465 — Vorgeschritten. 

1 | 10. X1.12  1,00474 | » 

6 | 5. XL 12) 1,00463 | ‘ 

6 20. L 13) 1,00462 | ; 

6 LIV. 43) 1,00466 | 


14 | 26. XI. 12) 1,00465 | — 

14 10. Il. 13 | 1,00455 8 Stunden nach einem Anfall. 
20 10. XII. 12 | 1,00474 — Vorgeschritten. 

20 | 25. 1. 13] 1,00466 | 
21 | 10. XII. 12} 1,0047: 
21° 25, 1. 13} 1,00458 
21 | 11. II. 13 | 1,00466 
21. | 21. 1V. 13 | 1,00454 
54 | 11. IL 13 | 1,00466 | : 

54 21. IV. 13 | 1,00503 (1 Tag nach der Punktion gestorben. 


| 
» 
| 
» 
| 
» 


| 
| 
» 
| 
} 


Verschiedene Geisteskrankheiten. (Tabelle II.) 


Von 20 Dichten liegen 13 zwischen 1,00432 und 1,00457. 
Die tbrigen 7, die sich oberhalb dieser Grenze befinden, be- 
ziehen sich auf fiinf Patienten, die unter dementia praecox, 
amentia und paranoia zu klassifizieren sind. 


Epilepsie. (Tabelle III.) 


Die Versuche beziehen sich auf 10 Fliissigkeiten, die von 
9 Patienten stammen. Die Dichten variieren zwischen sehr 
weiten Grenzen (1,00435 bis 1,00610). Die Dichte scheint 
aber mit der Anfallsfrequenz und mit dem Intervall seit dem 
letzten Anfalle einigermafen in Zusammenhang zu stehen. Eine 
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hohe Dichte ist gewOhnlich zu finden, wo die Anfiille am sel- 
tensten sind; sie wird auch durch ein lingeres Intervall seit 
dem letzten Anfalle begiinstigt. Dies méchte ich aber nur mit 
allem Vorbehalt erwaéhnen, da die kleine Anzahl von Versuchen 
sichere Schliisse noch nicht gestattet. 


Schlubfolgerungen. 


Die Dichte der Cerebrospinalfliissigkeit ist bei der pro- 
gressiven Paralyse héher (d,’ 1,00454 bis 1,00475) als bei 
anderen Geisteskrankheiten (a? 1,00432 bis 1,00457 in 13 Fallen 
von 20) mit Ausnahme der Epilepsie. Niedrige Dichten bei 
progressiver Paralyse kommen nur wiahrend einer Remission 
vor, auch dann nicht immer. Wohl aber findet man hodhere 
Dichten bei anderen Geisteskrankheiten, und dieser Befund 
laBt sich leicht erkliren. 

Es ]aBt sich néimlich denken, daf der Verlauf aller Geistes- 
krankheiten von Stoffwechselst6rungen in der Gehirnsubstanz 
begleitet wird. Fiir die Richtigkeit dieser Annahme hoffe ich 
durch weitere Studien tiber die Cerebrospinalfliissigkeit einige 
Beweise bringen zu kénnen. DaB solche Stoffwechselstérungen 
beim Gehirn schlieflich zu einem Verlust an Gehirnsubstanz 
fiihren, ist durch die Sektionsbefunde bei progressiver Paralyse 
und dementen Endzustinden allgemein bekannt. Bei den akuten 
Geisteskrankheiten aber (wo bei der Sektion keine Gehirnver- 
dinderungen nachzuweisen sind) kann man doch annehmen, dah 
eine Zerst6rung der Gehirnsubstanz stattfindet, nur ist der 
pathologisch vermehrte katabolische Prozef in vielen Fallen 
voriibergehend (= akute Krankheit mit Heilung) oder periodisch. 
DaB man bei den meisten Geisteskrankheiten bei der Sektion 
Gehirnverainderungen nicht findet, erklirt sich dadurch, dab 
der vermehrte Zerfall von Gehirngewebe anfanglich durch er- 
hdéhte Nahrungszufuhr zum Gehirn ausgeglichen wird. Deswegen 
ist auch nach langerer Zeit vollstandige Heilung méglich. Schlieb- 
lich aber reicht die Nahrungszufuhr zur Ausgleichung nicht 


mehr aus. Es mu8 dann ein Verlust an Gehirnsubstanz statt- 
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finden und das Gehirn sieht bald nicht mehr normal aus. Dies 
stellt den Ubergang in demente Endzustande dar. 

Bei der progressiven Paralyse wiren die Verhiltnisse 
aihnlich, aber einfacher. Die hier mitgeteilten Dichten der Cere- 
brospinalfliissigkeit zeigen, daB ein stetiger, abnormer Zerfall 
der Gehirnsubstanz bei dieser Krankheit tatsachlich stattfindet 
und immer mehr zunimmt, je naéher der Tod bevorsteht. Bei 
Remissionen ist der Zerfall oft noch hoch, wird aber wohl 
besser ausgeglichen. Ich habe noch nicht Gelegenheit gehabt, 
einen entlassungsfahigen Fall von Remission zu untersuchen. 

Ich behaupte nicht, da8® die Zuverlassigkeit dieser Kom- 
pensationstheorie, die ich eben skizziert habe, von den hier 
mitgeteilten Versuchsresultaten bewiesen wird. Sie wird nur 
als eine Theorie aufgestellt, die mit diesen und vielen anderen 
Resultaten im Einklang steht, und die man vielleicht weiter 
verwerten kann. 

Es ist klar, daf man durch die Bestimmung der Dichte 
der Cerebrospinalfliissigkeit ein neues diagnostisches Hilfsmittel 
besitzt, da eine hohe Dichte (insbesondere wenn sie bei einer 
zweiten Punktion nach einiger Zeit noch hoch gefunden wird) 
eine Diagnose von progressiver Paralyse bestatigt. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 




















Beitrage zur Kenntnis des Hamatins. 
Von 
William Kiister. 


Ill. Mitteilung uber den Chemismus der Hamatoporphyrin- 
bildung nach Versuchen. 


Von 
Paul Deihle. 





(Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1913.) 





Nachdem der Chemismus der Himatoporphyrinbildung in 
meiner ersten und zweiten Mitteilung!) dahin geklart worden 
war, dai die Herausnahme des Eisens durch die aus Hiamin 
Hamatoporphyrin erzeugenden Sauren (HCI, HBr, H,SO,) insofern 
eine wichtige Rolle spielt, als das in der Form von Ferrichlorid 
resp. -Sulfat abgespaltene Eisen eine Oxydation des organischen 
Restes bewirken kann und dadurch die Ausbeute und Reinheit 
des letzteren herabsetzt,?) wahrend Ferribromid bei Gegenwart 
von Bromwasserstoff nicht oxydierend wirkt, nachdem erkannt 
worden war, dai Schwefelsiure auf das gebildete Hiimatopor- 
phyrin Wasser abspaltend wirkt und sich auch aus diesem 
Grunde zur Darstellung des Farbstoffes nicht eignet, nachdem 
endlich eine erste experimentelle Stiitze fiir die Ansicht ge- 
funden worden war, daf bei der Bildung des Hamatoporphyrins 
zundchst eine Anlagerung von Bromwasserstoff, dann ein Ersatz 
von zwei Bromatomen durch zwei Hydroxyle erfolgt und zwar 
dadurch, da& in einem Nebenprodukt der Himatoporphyrindar- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 173 (1910). — Ber. d. Deutschen 
chem. Ges., Bd. 45, S. 1935 (1912). 

*) H. Fischer hat Hamatoporphyrin aus Hamin mit Hilfe von 
Eisessig-Chlorwasserstoff dargestellt; er erhielt 0,35 g krystallisiertes 
salzsaures Hp. aus 2,5 g Himin. Diese Zeitschrift, Bd. 84, 5. 281. 

4* 
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stellung ein Bromgehalt festgestellt wurde, und nachdem sich 
endlich gezeigt hatte, daB dieser Bromgehalt durch die Ein- 
wirkung von Alkohol herabgesetzt wurde, was nicht anders 
gedeutet werden konnte als durch einen Ersatz des Broms durch 
Athoxyl, beschlo8& ich die Untersuchung von Alkylderivaten des 
Himatoporphyrins aufzunehmen, die Nencki begonnen hatte. 
Im Verlauf dieser Arbeit, die ich gemeinsam mit Herrn P. Deihle 
ausfiihrte, fand letzterer den Grund fiir die sich widersprechen- 
den Angaben auf, wonach das Eisen sich einmal nach der 
Abspaltung als Ferro- und als Ferriion, das andere Mal nur 
als Ferriion vorfand, und zwar in dem Alter der verwendeten 
Haéminpraparate. Frisch hergestelltes Himin ergab in fast theo- 
retischer Ausbeute Himatoporphyrin, das abgespaltene Eisen war 
nur als Ferriion nachweisbar, altere Haminpraparate lieferten 
viel des sogenannten Nebenproduktes, das Eisen fand sich sowohl 
als Ferro- wie als Ferriion vor.') Dieser Befund zeigt auch, 
dafi die Veriinderung, welche das Himin bei der Auf bewahrung 
erleidet, an derselben Stelle erfolgt, die bei der Bildung des 
Hiimatoporphyrins eine Rolle spielt. 

Nach meiner Auffassung sind es die Vinyle?) des Hamins, 
die einerseits die Méglichkeit einer Polymerisation der Hamin- 
molektile bedingen und an denen andrerseits die Anlagerung des 
Bromwasserstoffs erfolgt. %) 


') Die Unterschiede in den Ausbeuten sind ganz erheblich, so ldste 
sich ein frisch hergestelltes Dimethylhamin in Eisessig-Bromwasserstoff 
volilsténdig auf, aus 5 g wurden 4,25 g Hamatoporphyrin, also unter 
Verseifung, erhalten. Von einem zwei Jahre alten Praparat von Dimethyl- 
himin wurde dagegen nur ein Drittel gelist, die Menge des Neben- 
produktes war bedeutend, die Ausbeute an Hamatoporphyrin minimal. 
Die nicht gelisten Anteile erwiesen sich als léslich in Sodalésung bei 
Zimmertemperatur; es war also auch hier Verseifung eingetreten. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1937. | 

5) H. Fischer (Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 267) glaubt, daf die 
Anlagerung an eine Doppelbindung erfolge, die zwischen einem Methin 
und einem Pyrrolkomplex vorhanden ist. Diese Ansicht ist im Hinblick 
auf die Leichtersetzbarkeit des Broms und auf die Analogie mit den 
Triphenylmethanfarbstoffen sehr einleuchtend, und ich hatte diese Méglich- 
keit denn auch erwogen. Wegen der Ahnlichkeit von Hamatoporphyrin 
und Mesoporphyrin hatte ich aber angenommen, dafs die Addition von 
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Die vorliegende Untersuchung sollte denn auch dariiber 
Aufklarung bringen, ob die erwéhnte Auffassung richtig sei, 
wonach der Chemismus der Hamatoporphyrinbildung durch die 
Gleichungen 

fa. CyHy0,N,FeCl + 4HBr == Fep! + C,H,,0,N,Br, und 

Ib. C,,H,.0,N,Br, -+- 2H,O = C,H, ,0,N, +. 2HBr 
wiedergegeben wird, oder ob die von Piloty') vertretene An- 
sicht berechtigt sein kénne, wonach sich bei der Bildung des 
Hamatoporphyrins Lactambindungen lésen sollen, die im Hiimin 
angenommen werden. Da nun letzteres bereits sehr leicht zwei 
Methyle aufnimmt, mufte das Hamatoporphyrin sich sehr leicht 
vierfach methylieren lassen, wofiir in der Tat eine Angabe 
Nenckis?) sprach, der ein amorphes Produkt mit annihernd zwei 





HBr resp. H, (durch HJ) an derselben Stelle des Molekiils erfolge, und 
in diesem Falle miifte der Unterschied in den empirischen Formeln des 
Meso- und des Haimotoporphyrins sich nicht nur auf zwei Sauerstoff- 
atome erstrecken, die ersteres weniger enthalt, sondern auf vier Wasser- 
stoffatome, die ersteres mehr enthalten miifte. Es ist nun gerade in 
dieser Hinsicht bemerkenswert, dafi unsere Analysen fiir das Himato- 
porphyrin und seine Derivate fast durchweg fiir eine Formel C,,H,,0,N, 
sprechen, die also zwei Wasserstoffatome weniger enthalt als die bisher 
gebrauchliche. Danach wiirde das Mesoporphyrin C,,H,,0,N, in der Tat 
Wasserstoff, wenn auch nur zwei Atome, mehr enthalten als das Himato- 
porphyrin, und bei der Bildung des letzteren wire eine «Oxydation» an- 
zunehmen, wie es H. Fischer entgegen den bisherigen Vorstellungen 
in dem Schema auf Seite 264 tut. Sollte es sich herausstellen, dafi die 
Vinyle des Himins im Hamatoporphyrin noch erhalten, wahrend sie im 
Mesoporphyrin in Athyle iibergegangen sind, so wire die Auffassung 
H. Fischers als richtig erwiesen. Ubrigens lassen sich durch das von 
mir entworfene Bild des Hamins diese Verhiltnisse leicht iiberblicken, 
und ich méchte bemerken, dafs die in demselben vorhandenen Methine 
doch nicht so ganz aus der Luft gegriffen sind, wie H. Fischer meint. 
Ihr Dasein ist abgeleitet aus experimentellen Befunden, wonach bei der 
Reduktion des Hiamins a-methylierte Pyrrole und Pyrrolcarbonsauren sich 
bilden, wahrend bei der Oxydation Produkte entstehen, denen die 
a-standigen Methyle fehlen. Auferdem berechtigte die Analogie mit anderen 
Farbstoffen, in denen Methine nachgewiesen sind, zur Aufnahme derselben 
in das Bild des in Frage kommenden KOrpers. 
') Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 377, S. 354 (1910). 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 428. 
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Methylen auf sechzehn Kohlenstoffatome!) erhalten hatte, 
wihrend sein krystallisiertes Natriumsalz nur ein Atom Metall 
auf die genannte Anzahl von Atomen Kohlenstoff enthielt. 

Unsere Resultate decken sich nun vollstindig mit beiden 
Befunden. Das Himatoporphyrin la8t sich zuniéchst tiberraschend 
leicht verestern, wenigstens mit Methylalkohol; es geniigt viertel- 
stiindiges Erhitzen der 1°/o Chlorwasserstoff enthaltenden methy!- 
alkoholischen Liésung, um einen leicht in Ather léslichen Kérper 
zu erhalten, der sich nicht mehr in Soda lost. Dieser Ester 
ist aber kein Tetramethyl-, sondern ein Dimethylderivat; seine 
Existenz beweist das Vorhandensein zweier Carboxyle, seine Un- 
loslichkeit in Alkalien beweist, dai die zwei weiteren Hydroxyle 
keine sauren Eigenschaften besitzen, womit indirekt fiir das 
zweibasische Himin bewiesen ist, daf es nicht diese Hydroxyle 
sein kénnen, die ihm die sauren Eigenschaften verleihen, sondern 
daB auch im Hamin bereits zwei Carboxyle vorhanden sind, 
wiihrend die beiden Hydroxyle erst wihrend des Uberganges 
in Hiimatoporphyrin entstehen. 

Unser Dimethylester des Haimatoporphyrins, der sich durch 
einen bei 142° liegenden Schmelzpunkt identifizieren aft, ist 
nun auch seiner Natur entsprechend leicht verseifbar. Es ge- 
schieht dies durch Erwirmen mit Natronlauge, aber auch schon 
dann, wenn seine itherische Lésung mit 5°/oiger Salzsiiure 
ausgeschiittelt wird, in welche er tibergeht. Das aus der Losung 
auskrystallisierende Salz erwies sich aber als salzsaures Hamato- 
porphyrin. 

DaB die beiden Sauerstoffatome, welche die empirische 
Formel des Himatoporphyrins gegeniiber der des Hamins mehr 
enthalt, in Form zweier Hydroxyle vorhanden sind, geht schon 
aus der Méglichkeit hervor, das Himatoporphyrin in ein tetra- 
methyliertes Produkt iiberzufiihren. Dies wird annahernd 
erreicht durch langeres Kochen einer 5°/o Chlorwasserstoff 
haltenden methylalkoholischen Lésung des Farbstoffs, doch 
haben wir einen krystallisierten Kérper hierbei nicht erhalten, 


') Nencki nahm damals fiir das Himatoporphyrin die Formel 
C,,H,,0,N, an. 
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wohl aber die Beobachtung Nenckis bestitigen kénnen, daf 
das methylierte Produkt bereits bei 81° schmilzt. 

Zu einem Tetramethylderivat des Himatoporphyrins ge- 
langt man nun auch, wie in der zweiten Mitteilung bereits kurz 
beschrieben wurde, wenn das bei der Einwirkung von Brom- 
wasserstoff-Eisessig auf Hamin entstehende Zwischenprodukt 
nach Abdestillation der Essigsiure mit wasserfreiem Methyl- 
alkohol erwarmt wird. Es wurde in grofen Krystallen erhalten 
und zeigte den Schmelzpunkt 128°, erweist sich also als ver- 
schieden von dem durch langere Einwirkung methylalkoholischer 
Salzsaure auf Haimatoporphyrin erhaltenen amorphen Produkt. 
Die Entstehungsweise dieses Kérpers kann aber gar nicht anders 
erklart werden als durch die Annahme, dali das nicht isolierte 
Zwischenprodukt einen Korper vorstellt, der sich aus dem Hémin 
durch Anlagerung zweier Molekeln Bromwasserstoif gebildet hat, 
also nach Gleichung la. Gleichung Ib ware dann durch folgende 
zu ersetzen: Ib‘ C,,H,,0,N,Br, + 2 CH,OH = C,,H,,0,N,(OCH,), 
-+- 2 HBr, worauf noch durch die anwesende Bromwasserstoff- 
siure eine Veresterung, die ja so leicht eintritt, erfolgt. 

Fir diese Auffassung, welche die Annahme lactamartiger 
Bindungen im Hamin definitiv widerlegt,!) haben wir nun zwei 
weitere Beweise in Hiinden. Der erste besteht darin, daf unser 
Tetramethylderivat, das also als der Dimethylester einer Di- 
hydrodimethoxyhamaterindicarbonséure anzusprechen ist, wenn 
die zweibasische eisenfreie Muitersubstanz des Himins C,,H,,N, 
als Himaterin bezeichnet wird, sich auf die gleiche Weise wie 
der Dimethylester des Himatoporphyrins verseifen lat, wodurch 
es in einem Dimethylather des Haimatoporphyrins tibergeht, der 





1) In der zweiten Mitteilung habe ich bereits auf die Fiille innerer 
Widerspriiche hingewiesen, die diese Annahme Pilotys in sich birgt. 
In der vorliegenden Arbeit wird noch das analytische Material dafiir 
gebracht, dafi selbst verdiinnte Schwefelsiure wasserabspaltend wirkt. 
Wenn konzentrierte Schwefelséure also auch aus Haimin Himatoporphyrin 
erzeugt, so beruht dies auf intermediirer Anlagerung an Doppelbindungen, 
nicht auf der Sprengung von Lactamgruppen, die umgekehrt gerade 
durch Schwefelséiure erzeugt werden, wie aus der Unldéslichkeit des 
Hauptanteils des Hoppe-Seylerschen Himatoporphyrins in Saéuren her- 
vorgeht. 








D6 William Kiister, 


durch den Schmelzpunkt 105° und durch ein krystallisiertes 
salzsaures Salz charakterisiert werden konnte und auferdem 
dadurch, daf er in Alkalien léslich ist und wie das Hamato- 
porphyrin selbst Salze mit Basen bildet, auf die ich noch 
zuriickkomme. Durch Veresterung dieses Athers erhielt Herr 
Deihle das Tetramethylderivat vom Schmelzpunkt 128° zuriick. 
Den zweiten Beweis liefert die Auffindung eines Dihydro- 
dimethoxyhamins unter den bei der Einwirkung des Methyl- 
alkohols auf das «Zwischenprodukt» entstehenden Korpern. 
Es mufi noch unentschieden bleiben, ob die neue Substanz 
primarer oder sekundarer Natur ist. Im ersteren Fall enthilt 
das Zwischenprodukt einen Korper, der ohne Abspaltung von 
Eisen nur durch Anlagerung von zwei Molekiilen Bromwasser- 
stoff aus dem Himin mit nachfolgendem Ersatz des Broms 
durch zwei Methoxyle entstanden ist: 
II. C,,H,.0,N,FeCl -+- 2HBr = C,,H,,Br,0,N,FeCl 
C,,H,,Br,0,N,FeCl +- 2 CH,OH = C,,H,,(OCH,),0,N,FeCl -+- 2 HBr 
Im zweiten Fall miBte der Bildung nach Gleichung Ia 
und Ib die Einlagerung der Chlorferrigruppe gefolgt sein. 
DaB eine solche mdglich ist, beweist die Leichtigkeit, mit 
der sich eine komplexe Eisenverbindung aus dem Dimethyl- 
ester des Anhydro-Haimatoporphyrins bildet, die wir nach der 
von Zaleski') beim Mesoporphyrin ausgearbeiteten Methode 
erhalten konnten, und auferdem die Fahigkeit des Dimethyl- 
fithers des Himatoporphyrins mehr basische Aquivalente zu 
binden, als seiner zweibasischen Natur entspricht. Das Haimato- 
porphyrin selbst gibt ein Silbersalz mit zwei Atomen Metall, 
sein Dimethylither ein solches mit drei Atomen, beide K6rper 
vermégen drei Molekiile Ammoniak in wiasseriger Lésung zu 
binden. Die Anwesenheit der Methoxyle setzt andrerseits die 
basischen Eigenschaften des Molekiils herab, das Héimato- 
porphyrin bildet ein verhiltnismaBig bestandiges Salz mit zwei 
Molekeln Chlorwasserstoff, das salzsaure Salz des Dimethyl- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 70 (1902); Bd. 43, S. 11 (1904). — 
Der Ester gibt aber auch schon in methylalkoholischer Lésung kom- 
plexe Salze. 
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iithers ist auBerordentlich leicht zersetzlich. Dal es nicht ge- 
lang, vom Dimethylester ein salzsaures Salz herzustellen, weil 
Verseifung eintritt, wurde bereits erwihnt. Die Salzsiure ver- 
dringt also die Methyle, d. h. die Estermethyle stehen an der- 
selben Stelle, an der die Anlagerung des Chlorwasserstoffs 
erfolgt oder mit anderen Worten: der Methylester hat die 
Neigung, mit den anlagerungsfahigen Stickstoffatomen eine 
betainartige Bindung einzugehen 


™ * 
—COOCH, N —> COO—N—CH,, 
Tl 


wie dies bereits fiir das Dimethylhamin abgeleitet wurde. 
Eine ahnliche, wenn auch schwaéchere Wirkung haben 
die Athermethyle, und es kann denn auch durch lingere 
Einwirkung konzentrierter Salzséure bereits bei Zimmertem- 
peratur eines derselben verdraingt werden, wie die Bildung 
eines Monomethylathers bewies, der nun wie das Himato- 
porphyrin selbst ein bestaindiges salzsaures Salz_bildet. 
Schwieriger ist es, sich eine Vorstellung dariiber zu machen, 
dai in dem Mafie, wie die basischen Eigenschaften schwinden, 
die Neigung erhéht wird, komplexe Salze zu geben; vielleicht 
bestehen auch zwischen den beiden als anlagerungsfahig er- 
kannten Stickstoffatomen der Molekel und den beiden Imid- 
gruppen Beziehungen derart, dai ein Austausch der Wasser- 
stoffatome stattfinden kann, sodaf die letzteren erst in dem 
Moment in feste Bindung mit dem dritten und vierten Stick- 
stoffatom treten, wenn die Stickstoffatome eins und zwei ihr 
Additionsvermégen befriedigt haben, worauf ihr Ersatz durch 
ein zweiwertiges Atom oder durch die Chlorferrigruppe még- 
lich ist. Bemerkenswert ist ferner, dai das aus dem Zwischen- 
produkt gewonnene komplexe Eisensalz vor seiner Verseifung 
zum Dihydrodimethoxyhaématin sich als ein Monomethylester 
erwies, der durch Kalilauge aufer einem Methyl auch das 
Chlor verlor, und daf dieser Monomethylester in Alkalien un- 
loslich war. Es geht hieraus hervor, daB ebenso wie im Hiémin 
das eine Carboxy! auch im Himatoporphyrin eine andere Rolle 
spielt wie das andere. So gibt es auch das bei der Neu- 
tralisation aufgenommene Alkali bei der Dialyse wieder ab; 
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wenigstens wurde dieser Befund einmal und zwar von meinem 
Assistenten Weller gemacht, der zur Losung des Hamato- 
porphyrins Natriumbicarbonat in groBem Uberschu8 verwendete. 
Bei der Wiederholung des Versuchs durch Herrn Deihle 
wurde das Hiimatoporphyrin mit Hilfe dreier Molekeln Natrium- 
hydroxyd in Lésung gebracht, und nun zeigte es sich, daf bei 
der Dialyse nur das dritte, tiberschtissige Molekiil des Alkalis 
in das AuBenwasser trat. Daf bei dem ersten Versuch sofort 
etwas Farbstoff durch die Membran hindurchging, im zweiten 
nicht, méchte daran liegen, daB dort frisch dargestelltes, hier 
lingere Zeit aufbewahrtes, also polymerisiertes Hamatopor- 
phyrin verwendet wurde. Doch bedarf dieser Versuch der 
Wiederholung. Wie denn itiberhaupt die Untersuchung aller 
der geschilderten Kérper einer Ergiinzung und Erweiterung be- 
darf. Das betrifft vor allem den Dimethylather. Die in der 
zweiten Mitteilung bereits erwihnte Darstellung eines solchen 
vom Himatoporphyrin ausgehend durch Methylierung in alka- 
lischer Lésung mit Hilfe von Methylsulfat lieferte sehr schlechte 
Ausbeuten. Bei Verwendung frisch hergestellten Hamatopor- 
phyrins, das noch feucht in Arbeit genommen wurde, ergaben 
sich bessere, aber das Produkt zeigte keinen Schmelzpunkt, 
war also nicht identisch mit dem aus dem Tetramethylderivat 
bei Verseifung der Estermethyle erhaltenen, wenn es auch 
chemisch ein gleiches Verhalten zeigte. Diese Verschiedenheit 
bedarf also noch der Aufklirung. Namentlich aber soll die 
Einfiihrung des Eisens und anderer Metalle in die von uns ent- 
deckten Methylderivate des Hamatoporphyrins genauer studiert 
werden.!) Es sei dazu noch bemerkt, dai es Laidlow’) 
bereits gliickte, eine komplexe Eisen- und Kupferverbindung 
des Hiimatoporphyrins, welch letztere er mit dem «Turacin» 
identifizieren zu koénnen glaubte, zu gewinnen und zwar auf 
ganz anderem Wege, namlich in alkalischer Losung. Wir 
haben diese Versuche wiederholt und insofern bestatigen konnen, 


') Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 14 (1904), beschreibt Zaleski einen 
Versuch, Eisen in das Hamatoporphyrin einzufiihren; er hat denselben 


aber, wie es scheint, nicht weiter verfolgt. 
*) Journ. of Physiol., Bd. 31, S. 464 (1904). 
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als es gelingt, himatinartige Korper zu bereiten. Es darf aber 
als ausgeschlossen gelten, da hierbei Himatin selbst entsteht, 
denn selbst wenn das verwendete Hydrazin eine Reduktion 
der beiden Hydroxyle des Himatoporphyrins bewirkt haben 
sollte, so kénnte doch nur ein tetrahydriertes Himatin ent- 
standen sein, das ebenso wie Zaleskis hydrogenisiertes Hamin 
in Beziehung zum Mesoporphyrin stehen wiirde und als kom- 
plexes Hydroxyferrizalz der Tetrahydrohimaterindicarbonsiiure 
(= Mesoporphyrin) zu bezeichnen wire. 


Experimenteller Teil. 


Die Darstellung des Hamins erfolgte nach dem Verfahren 
Schalfejeffs in der von Willstatter!) modifizierten Form, 
das Umkrystallisieren des Rohhimins wurde in Portionen von 
6 g vorgenommen, die mit Hilfe von 18 cem Pyridin und 30 ccm 
Chloroform gelist wurden. Die Loésung wurde (filtriert und 
das Filter mit einem Gemisch von 1 ccm Pyridin mit 15 ccm 
Chloroform nachgewaschen, das gesamte Filtrat in 840 cem 
auf 110° erhitztem Eisessig, dem 6 ccm gesiittigte Kochsalz- 
losung und 5 cem 25°/oige Salzsdure zugefiigt worden waren, 
eingetragen. Die abgeschiedenen Himinkrystalle wurden nach 
24 Stunden abfiltriert, die Mutterlauge konnte noch zweimal 
zar Umkrystallisation von je 6 g Haimin verwendet werden. 

Die Ausbeute betrug aus 151 Ochsenblut?) 80 g rohes 
und 65 g umkrystallisiertes Hamin,*) also 4,3 g pro Liter. 
Analyse: 0,1360 g Substanz: 0,3125 g CO,, 0,0620 g H,O, 0,0169 g Fe,0, 

0,1467> » :0,3367> » 00653» » 0,0182» » 
0,1756 » > : 13,7 ccm N, 14°, 752 mm B. 
0,1013 » . : 0,0225 g AgCl. 
Ber. C,,H,,0,N,FeCl: 62,630 C, 4,91°%oH, 8,59%o N, 8,599/o Fe, 5,45/o Cl 
Gef.: 62,67 5,07 8,83 8,7 5,49 
62,59 4.95 ae 8,68 a 





1) Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 373, S. 232 (1910). 

7) Auch Herr Deihle machte die Erfahrung, dafi Pferdeblut- 
kérperchen sich weit weniger gut zur Herstellung von Hamin nach 
Schalfejeff eignen. 

3) Zum Umkrystallisieren Alterer Praparate von Rohhaimin bedarf 
man gréferer Mengen von Pyridin-Chloroform als angegeben. 
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Zu der Darstellung des Himatoporphyrins nach Nencki- 
Zaleski méchte ich noch bemerken, daf wir sie in weithalsigen 
Pulverglisern mit eingeschliffenen Stopfen bewirkten. Die Ge- 
faBe wurden mit 100 g Eisessig-Bromwasserstoff nahezu gefiillt, 
das Eintragen des umkrystallisierten Hamins geschah in 10 Por- 
tionen a 0,5 g bei Zimmertemperatur im Laufe von 5 Tagen 
unter mdglichstem Ausschlu8 der Luftfeuchtigkeit. Nachdem 
dann durch Glaswolle filtriert und mit wenig Eisessig nachge- 
waschen worden war, wurde das Filtrat in 500 ccm Wasser 
eingetragen und nach fiinfstiindigem Stehen vom «Nebenprodukt» 
filtriert. Es zeigte sich dabei, da frisch umkrystallisiertes 
Himin nicht nur fast restlos in Lésung ging, sondern daB als- 
dann auch die Menge des Nebenprodukts sehr gering war. 
Bei alten Priiparaten fand eine vollstandige Losung nicht statt, 
das Nebenprodukt war reichlich vorhanden. 

Die vom Nebenprodukt durch Filtration getrennte Losung 
wurde dann mit Natronlauge bis zur schwach sauren Reaktion 
versetzt und das Hamatoporphyrin') durch Eintragen von Na- 
triumacetatlésung vollig gefallt. Das Filtrat enthielt im Falle 
der Verwendung frisch umkrystallisierten Hamins nur Ferriionen, 
im anderen Falle dagegen Ferro- und Ferriionen. 

Die Ausbeute an Himatoporphyrin betrug: 

im ersten Fall z. B. aus 20 g Hamin 18 g, also 90°%o statt 91,5°/o 
>» andern »~ » > 20> » 13 > » 65% » 65 %. 

Hiimatoporphyrin lést sich in Aceton ziemlich leicht, man 
gebraucht fiir einen Teil etwa 18 Teile des Losungsmittels. 

14,58 g der Lésung enthielten 0,7668 g Hp oder 100 Aceton 
5,55 Hp. Da8& unter dem Einflu®8 des Acetons eine Abspaltung 
von Wasser aus dem Molekiil des Haimatoporphyrins erfolgt 
und daB das gebildete Anhydrohimatoporphyrin als ein intra- 
molekularer Ather anzusehen ist, der noch saure und basische 
Eigenschaften besitzt, wurde bereits in der 2. Mitteilung erwahnt. 


‘) Uber die Reinigung dieses rohen Himatoporphyrins vgl. Berichte 
d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1941. Zu den Analysen ist noch eine 


Stickstoffbestimmung nachzutragen: 
0,1738 g Subst.: 14.9 ccm N, 19° und 736 mm B. = 9,5°%o statt 9,4°%o. 
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Wenn nun also schon Aceton beim Himatoporphyrin 
wasserentziehend wirkt, so ist es kein Wunder, daB konzen- 
trierte Schwefelsiure und Eisessig einen tiefgehenden Einflub 
austiben und Substanzen entstehen lassen, die weder saure 
noch basische Eigenschaften mehr haben. Selbst verdiinnte 
Schwefelsiure wirkt in der Wiirme im gleichen Sinne, wie bei 
einem Versuch festgestellt wurde, bei dem eine Reinigung des 
rohen Haématoporphyrins tiber das anscheinend leicht lésliche 
Sulfat bezweckt wurde. 

14 g des Praparats wurden in 3 Portionen mit je 250 ccm 
Wasser und 30 g verdiinnter Schwefelsiure auf dem Wasser- 
bade erwarmt, wobei aber die Hauptmenge (11,5 g) ungeldst 
blieb, auch nachdem die Behandlung wiederholt wurde, bis sich 
die saure Lésung kaum noch anfiirbte.!) Die gelésten Teile 
konnten nach Zusatz von Natronlauge bis zur schwach alka- 
lischen Reaktion von Spuren Eisen getrennt und dann durch 
Essigsdure gefallt werden. Durch wiederholte Behandlung mit 
der stark verdiinnten Schwefelsiure auf dem Wasserbade ging 
dann abermals ein Teil in séureunléslichen Farbstoff tiber. Es 
ist also zweifellos die Schwefelséure, welche die Umwandlung 
bewirkt, und zwar in ein Produkt, das nicht nur in allen ge- 
brauchlichen organischen Lésungsmitteln, sondern auch in Na- 
tronlauge und in konzentrierter Salzsaiure unldslich ist. Auch 
methylalkoholische Salzsaure lést nicht, alkoholische Natronlauge 
beim Erhitzen ganz allméhlich und anscheinend nicht vollstindig. 

Zur Orientierung wurde die Substanz analysiert: 

0,1227 g Subst. (120°): 0,3123 g CO,, 0,0608 g H,O und 0,0010 g Asche 
= 69,99°/o C und 5,55°/o H auf aschefreie Substanz. 
0,0843 g Subst. (120°): 7,2 com N, 21° und 744,5 mm B. = 9,52% N. 

Es ist nun bemerkenswert, daf das durch Behandlung 
mit verdiinnter Schwefelsiure verinderte Himatoporphyrin bei 
der Oxydation weit ungiinstigere Resultate gab als der urspriing- 
liche Farbstoff. Dieses lieferte 62°/o seines Gewichtes Héima- 
tinséure,?) jenes nur 38°/o, daneben trat reichlich Oxalsiéure 
auf und auch Bernsteinséure. Wahrscheinlich stammen beide 





1) Auch 20°/oige Schwefelsiure liste fast nichts mehr heraus. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 174 (1909). 
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aus zersetzter Haimatinsdure. Leider wird es sehr schwierig 
sein, die ganze Menge der letzteren intakt zu erhalten; gelange 
dieses, so wiirde ein solches Verfahren geeignet sein, meine 
Vorstellungen tiber den Bau des Hiimins und die Bildung des 
Hiaimatoporphyrins einer experimentellen Priifung zu unterwerfen, 
da nach ihnen wohl aus Hamin, nicht aber aus Hiimato- resp. 
Mesoporphyrin Bernsteinsaéure entstehen diirfte. *) 

Zur Prifung der Frage, ob sich die Carboxyle des Hamato- 
porphyrins wie die des Hamins verschieden verhalten, wurde 
eine LOsung des Natriumsalzes des ersteren der Dialyse unter- 
worfen. Bei der Herstellung dieser LOsung zeigte sich zunachst, 
daf es nicht mdglich ist, ein Molekiil Hamatoporphyrin durch 
zwei Molekeln des sauren Natriumcarbonats in Lésung zu 
bringen. UbergieB8t man z. B. 1 g Himatoporphyrin mit einer 
Auflésung von 0,25 g NaHCO, in 100 g Wasser (berechnet sind 
0,281 g), so geht nur ganz wenig Farbstoff in Lésung. Man 
mu einen groBen Uberschu8 des Carbonats zufiigen, bis sich 
wenigstens der gréfere Teil lést. Wir brauchten 3 g und auch 
dann hatten sich 0,45 g Hp noch nicht gelost, trotzdem die 
Aufschwemmung kurze Zeit geschiittelt worden war und die 
Bildung von Soda also nicht ausgeschlossen ist. Die nach dem 
Absetzen der ungelésten Partikel filtrierte L6sung wurde nun 
der Dialyse unterworfen, wobei sich, wie das auch schon frither 
beobachtet worden war,?) am ersten Tage ein nicht unbedeu- 
tender Austritt von Farbstoff bemerkbar machte. Diese Farbung 
des Dialysats, die tibrigens in den folgenden Tagen mehr und 
mehr zurtickging, machte eine Bestimmung des ausgetretenen 
Alkalis durch Titration unméglich. Nachdem dann die Dialyse 
gegen immer neues Wasser 14 Tage lang fortgesetzt worden 
war, konnte eine alkalische Reaktion des Aufenwassers nur 
noch mit Hilfe von Methylrot*) festgestellt werden. Nunmehr 
wurde der Inhalt des Dialysators durch Essigsiure gefallt, das 
Gewicht des sorgsam ausgewaschenen Niederschlags nach dem 
T rocknen bei 100° festgestellt und im Filtrat das Natrium als 


t) Vel. die Anm. auf S. 52/33. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 546 (1908). 
>) Ruppu. Loose, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 41, S. 3905 (1908, 
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Sulfat bestimmt. Erhalten wurden 0,38 g Himatoporphyrin 
und 0,0539 g Na,SO, = 0,0175 g Na. Nun wiirden 0,38 g Hp 
0,0292 g Na fordern, wenn in der Lésung das Verhiltnis 
1 Molekiil Hp : 2 Atomen Na bestanden hatte. Die erhaltenen 
Werte zeigen also, dafi in diesem Falle nur wenig mehr als 
ein Atom Natrium mit einer Molekel Hiimatoporphyrin ver- 
bunden blieb, ein Verhaltnis, wie es sich auch beim Hiimatin 
ergeben hatte. 

Bei einem zweiten Versuch wurden 1,009 Anhydrohima- 
toporphyrin in 50 ccm "/10-NaOH und 250 ccm Wasser gelést 
gegen 300 ccm Wasser, das alle 24 Stunden gewechselt wurde, 
9 Tage lang dialysiert. Nach dieser Zeit erfolgte Durchtritt 
von etwas Farbstoff, weshalb die Dialyse abgebrochen wurde; 
die im Dialysat befindliche Menge des Hp betrug 0,0368 g. 
Die Lésung im Dialysator wurde nun durch 0,8 g AgNO, bei 
60° gefallt, das — farblose — Filtrat und die Waschwisser 
durch Salzsiure vom Silber befreit und eingedampft. Es hinter- 
blieben 0,2079 g NaCl == 0,0819 Na, die an 0,9722 g Hp ge- 
bunden waren und 35,6 cem !/10-N NaOH entsprechen. 

Fiir C,,H,,0;N,: 2 NaOH berechnen sich aber 33,5 ccm !/10, 
danach erwies sich das Binatriumsalz des Hamatoporphyrins bei 
diesem Dialysierversuch als bestindig. Daf bei diesem ein 
Durchtritt von Farbstoff zu Beginn der Dialyse nicht stattfand, 
erklairt sich vielleicht durch die Verwendung eines alten Pri- 
parats; den nach 9tagiger Dialyse erfolgten Durchtritt méchte 
ich auf ein Undichtwerden der Membran zuriickfiihren. 

Zur Analyse des Ammoniumsalzes des Haimatoporphyrins 
wurde die ohne Riickstand filtrierte Lésung von 0,1621 g in 
20 ccm ®/10-NH, in einer Schale neben 20 ccm "/10-H,SO, unter 
einer Glasglocke 6 Tage belassen, worauf mit "/10-KOH (In- 
dikator Methylorange) zuriicktitriert wurde, wobei 8,7 ccm er- 
forderlich waren. 

0,1621 g Hp hatten also gebunden 20 — (20 — 8,7) = 8,7 ccm /10-NH, 
Ber. fiir C,,H,,O,N,(NH,), = 5,4 
C,,H,,0,.N,(NH,), = 8,1 


Demnach verbindet sich 1 Mol. Himatoporphyrin in wiisse- 
riger Losung mit 3 Mol. Ammoniak. Das gleiche Resultat wurde 
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erhalten, als die Losung des Himatoporphyrins in tiberschtissigem 
Ammoniak bei 37° unter vermindertem Druck in eine titrierte 
Saiure hinein destilliert wurde. 
Angewendet 0,2277 g Hp und 30 ccm "/10-NH,, vorgelegt 40 ccm /10-H,SO,, 
zum Zuriicktitrieren gebraucht 22 ccm "/10-KOH, also gebunden 12 ccm 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,(NH,),: 11,5 » 
Aus den Ammoniumsalzl6sungen wurden nun einmal mit 
Hilfe von Silbersulfat, das andere Mal mit Hilfe von Silbernitrat 
die Silbersalze des Hamatoporphyrins hergestellt. Aus der ersten 
wurden 0,17, aus der zweiten 0,2 g gewonnen, und zwar waren 
die Niederschlage griinschwarz, das Pulver des ausgewaschenen 
und im Vakuum getrockneten Salzes dunkelviolett geféarbt. 


a) U,1621 g Substanz (110°): 0,3059 g CO,, 0,0609 g H,O und 0,0433 g Ag. 


b) 0,1952 » > : 0,0683 » AgCl. 
Berechnet fiir C,,Hj,,Ag,0,N,:  50,52°/o C, 4,4°%o H, 26,6°/o Ag 
Gefunden: a) 50,31 4,1 26,1 
b) — — 26,4 


Demnach erweist sich das Hématoporphyrin dem Silber 
gegeniiber als zweibasische Saure. 

Zur Darstellung des Esters wurden 1,5 g Hp in 75 ccm 
Methylalkohol, der 1°/o Chlorwasserstoff enthielt, gelést und die 
Lésung 10 Minuten am RiickfluBkiihler im Sieden erhalten, 
worauf sie in 11 Wasser, das Natriumacetat enthielt, einge- 
gossen wurde. Der hierbei entstehende hellrote Niederschlag 
wurde abgesaugt, Cl'-frei gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 1,4 g. Das Produkt ist in Carbonaten, auch beim Er- 
wirmen unloéslich, beim Kochen mit Natronlauge geht es lang- 
sam in Lisung, es ist léslich in Ather und Methylalkohol. Im 
Kapillarréhrehen erhitzt schmolz es bei 140—142°, bei hoherer 
Temperatur trat Zersetzung unter Gasentwicklung ein. 

Die Methoxylbestimmung nach Zeisel ergab 4,1°/o CH. 

Bei dem Versuch, das salzsaure Salz des Esters zu ge- 
gewinnen, trat Verseifung ein. Zu dem gedachten Zweck wurde 
die atherische Lésung des Esters mit 5°/oiger Salzsaéure aus- 
geschiittelt, was restlos gelang; die salzsaure Lésung blieb im 
Vakuum tiber Schwefelsadure stehen, bis sich Krystalle abgeseizt 
hatten, die durch Absaugen der Mutterlauge isoliert, mit 5°/oiger 
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Salzsiure ausgewaschen, auf Ton gestrichen und im Vakuum 
getrocknet wurden. 
0,1120 g Substanz: 0,0503 g Ag(Cl. 
Berechnet fiir C,,H,,0O,N,-2HC1: 10,71°/o Chlor 
Gefunden: 11,1 


Bei der Methoxylbestimmung nach Zeisel trat keine 
Triibung der Silberldsung auf. — Auf ahnlichem Wege wurde 
der Dimethylester des Anhydrohimatoporphyrins er- 
halten, Ausbeute 5,2 g aus 5g. Er bildete ein ziegelrotes, 
sehr voluminéses Pulver, das den Schmelzpunkt 140/141° zeigte 
und in Carbonaten selbst beim Erwiirmen nicht léslich war, 
wohl aber in warmer Natronlauge. In Methylalkohol, Ather 
und verdiinnter Salzsiure ist es ebenfalls léslich. 


0,1367 g Substanz: 0,3564 g CO, und 0,0852 g H,O 
0,2532 >» > : 0,1692 » AgJ (Zeisel). 

Berechnet fiir C,,H,,O;N,: 71,05°/o C, 6,58°/o H, 4,93°/o 2 CH, 

Gefunden: 71,1 6,93 4,3 
Kocht man eine Lisung von 1 g Hp in 25 cem 5°/o HCl 
haltendem Methylalkohol 6 Stunden am Riickflifkihler (Nencki 
hatte sogar 12 Stunden erhitzt), so wird ein nur teilweise in 
Ather ldsliches, also nicht einheitliches Priaparat erhalten, das 
in Methylalkohol und in Chloroform sehr leicht loslich ist. Der 
in Ather lésliche Teil lieB sich dem Ather durch 5°/oige Salz- 
saure entziehen. In Soda ist das Praparat nicht ldslich, der 
Schmelzpunkt liegt bei 80—83°, worauf Zersetzung unter Gas- 
entwicklung eintritt. 

0,1840 g Substanz : 0,2320 AgJ — 8,1°/o CH,, also wie 
bei Nencki ca. 1°/o CH, fiir ein Tetramethylderivat — berechnet 
9,4°/o CH,, zu wenig. 

Nach weiterer Kinwirkung methylalkoholischer Salzsaure in 
der Siedehitze wurde ein Riickgang des Methylgehalts konstatiert. 

0,1747 g Substanz : 0,1893 AgJ = 6,91°/o CH,. Schmelz- 
punkt ca. 86°. 

Nach einer 3. Behandlung waren nur noch 5,9°/o CH, 
vorhanden, der Schmelzpunkt lag bei ca. 90°. (0,1575 g Sub- 
stanz : 0,1475 AgJ.) 


-~ 
wt 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXVI. 
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Durch 4stiindiges Kochen von 0,5 g mit 20 cem 5°/oiger 
alkoholischer Kalilauge erfolgte teilweise Verseifung,!) der durch 
Essigséure gefiallte Farbstoff, der jetzt in saurem Natrium- 
carbonat léslich war, enthielt noch 1,26°/o CH,. (0,1910 g 
Substanz : 0,0378 AgJ.) 

Doch diirfte der Ather des Himatoporphyrins auf die ange- 
gebene Weise nicht in reinem Zustande zu erhalten sein, wahr- 
scheinlich erfolgt auch durch Salzsaure eine teilweise Abspaltung 
von Wasser zwischen den alkoholischen Hydroxylen, die ja so 
sehr leicht eintritt. Zur Darstellung des Dimethylathers des 
Hamatoporphyrins wurde frisch gefallter roher Himatopor- 
phyrinschlamm, der 80°/o Wasser enthielt, in Portionen von 2 g 
(= 0,4 g Hp) in méglichst wenig Soda aufgelést, die Losung 
auf 100 cem verdiinnt, mit einem UberschuB von frisch gefiilltem 
Baryumcarbonat und mit 2 g Dimethylsulfat, gelést in 5 ccm 
Methylalkohol, versetzt und zwei Stunden geschiittelt. Die jetzt 
schwach alkalische Mischung wurde nun mit Essigsiiure bis zur 
Lisung des Baryumcarbonats versetzt und mit Ather erschépfend 
extrahiert. Der atherischen Lésung wurde dann der Farbstoff 
durch 5°/oige Salzsiure entzogen und aus der salzsauren LOsung 
durch Natriumacetat gefallt. Er erwies sich in saurem Natrium- 
carbonat léslich, war auch in Methylalkohol, Chloroform leicht, 
in Ather schwerer, in Benzol sehr schwer lislich. Durch Be- 
handeln mit einer kleinen Menge von Ather wurden die am 
leichtesten léslichen Teile in einer Ausbeute von etwa 30°/o 
des verwendeten Hamatoporphyrins abgetrennt und nach Ab- 
destillation des Athers und Trocknen im Vakuum gewonnen. 
Das rote Pulver zeigte keinen Schmelzpunkt. 

0,069 g Substanz: 0,0488 g AgJ 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,(CH,),: 4,79°/o CH, 
Gefunden : 4,51 

In 5°/oiger Salzsdure léste es sich vollstandig auf, beim 
Einengen der Lésung im Vakuum iiber Kalk schieden sich nach 
2 Tagen Krystalle aus, die abgesaugt, mit 5°/oiger Salzsaure 


‘) Bei weiterem Kochen mit der alkoholischen Kalilauge trat voll- 
stindige Abspaltung des Methyls ein. 
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nachgewaschen, auf Ton gestrichen und im Vakuum getrocknet 


worden. 
0,0458 g Substanz: 0,0169 g AgCl 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,(CH,), -2 HC]: 10,17°/o Cl 
Gefunden : 9,12 °%/o 

Ein spater beschriebener Dimethylaither des Himatopor- 
phyrins (vgl. S. 71) enthielt gleichfalls etwa 1°/o Chlor weniger, 
als die Formel verlangt. 

Zur Entscheidung der Frage, ob der Chemismus der 
Hamatoporphyrinbildung primar in einer Anlagerung von zwei 
Molekeln Bromwasserstoff an das Himinmolekiil, sekundér in 
einem Ersatz der Bromatome durch Hydroxy! durch die Ein- 
wirkung des Wassers bestande, wurde letzteres durch Methyl- 
alkohol ersetzt, wobei — war jene Voraussetzung richtig — 
ein Eintritt von zwei Methoxylen erfolgen mufte. Bei einem 
ersten Versuch!) wurde daher die durch Einwirkung von Brom- 
wasserstoff-Eisessig auf Haimin entstandene Lésung unter ver- 
mindertem Druck zur Trockene gebracht und der sirupése 
Riickstand in Methylalkohol unter Erwarmen gelést, was voll- 
stindig gelang und zwar bei Verwendung von 30 g Hiimin 
durch 300 ccm Methylalkohol. Die filtrierte L6sung wurde zur 
Ausfallung des Eisens und zur Bindung des Restes der Kssig- 
siure und des Bromwasserstoffs mit 20°/oiger methylalkoho- 
lischer Kalilauge versetzt, wovon 100 ccm sich anscheinend als 
ausreichend erwiesen. Vom entstandenen Niederschlag wurde 
filtriert und das Filtrat in zwei Liter Wasser gegossen, wodurch 
der gebildete Farbstoff ausfiel. Er wurde filtriert, Br-frei ge- 
waschen, durch Liegen auf FlieBpapier getrocknet und alsdann 
mit 800 ccm Methylalkohol am Riickflu{kihler 20 Minuten aus- 
gekocht. Aus der heif filtrierten Loésung schieden sich beim 
Stehen tiber Nacht schwarzrot gefiarbte Krystalle an den Wanden 
des Becherglases in groBen Drusen ab, die nach Abgiefen der 
Mutterlauge und Abspiilen mit 50°/oigem Methylalkohol im 
Vakuum getrocknet wurden. Ausbeute 2,9 g. Das in Alkalien, 
selbst in N-Kalilauge beim Erwarmen im Wasserbade unlisliche 
Pulver zeigte, im Kapillarréhrchen erhitzt, den Schmelzpunkt 128°. 





') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 1944. 
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0,1786 g Substanz: 0,2355 g AgJ (Zeisel) = 8,4°%o CH, 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,(CH,), == 9,2°%o » 

Die Krystalle stellten also ein Tetramethylderivat des 
Himatoporphyrins vor, enthielten aber noch 1,3°/o Halogen, 
als Brom berechnet (0,1815 Substanz : 0,0055 AgBr) sowie 
Spuren von Eisen. ') 

Aus der Mutterlauge waren auch nach der Konzentration 
durch Abdestillation des Methylalkohols weitere deutlich aus- 
gebildete Krystalle nicht mehr zu gewinnen, es wurde daher 
die erhaltene amorphe Ausscheidung wieder in Methylalkohol 
gelést und aus der Losung der gesamte Farbstoff durch Zugabe 
von schwach mit Essigsaiure versetztem Wasser gefallt. Nach 
dem Auswaschen — Trocknen wurden 17 g eines sehr volumi- 
ndsen, ziegelroten Pulvers erhalten, das bei 126—128° schmolz, 
in kalten Alkalien unléslich war, beim Erhitzen mit Laugen 
aber allmahlich in Losung ging. 

Der Methoxylgehalt war noch geringer als bei den Kry- 
stallen, er betrug nur 7,7 °/o CH, — (0,1315 Substanz : 0,1592 
AgJ), was Hand in Hand mit einem hoheren Halogengehalt 
ging. Zur Ermittelung des letzteren wurden 0,5 g Substanz 
mit 30 ccm n-KOH eine Stunde auf dem Wasserbade erwiirmt, 
die filtrierte Losung mit Essigsdure gefallt und im Filtrat des 
erhaltenen Niederschlags das Halogenion durch Silbernitrat 
gefiillt. Erhalten wurden 0,0233 AgBr = 1,9°/o Br. Der Nieder- 
schlag erwies sich als bromfrei und enthielt fast zwei Methyle: 
0,1109 Substanz : 0,0688 AgJ = 4,0 CH,.?) 
| ') Es ist nicht ausgeschlossen, dafs das Halogen als Chlor vorlag, 
vgl. S. 74, Anm. 

*) Dieses Resultat war nicht erwartet, hiernach mufs der zu gering 
befundene Methylgehalt auf eine unvollstindige Veresterung zuriick- 
gefiihrt werden, was mit der Unléslichkeit des Produkts in Alkalien in 
Widerspruch steht. Auch sollte nach meiner Auffassung der Hamato- 
porphyrinbildung der Gehalt an Brom, das also noch nicht durch Methoxy! 
ersetzt worden ist, gerade den Gehalt an Athermethyl herabdriicken und 
nicht den an Estermethyl. Dieser Widerspruch erkliart sich vielleicht 
durch die S. 73 beschriebene Auffindung einer komplexen Eisenverbindung 
des Himatoporphyrins in dem analysierten rohen Atherester. Das Halogen 
wiire danach als Chlorferrigruppe vorhanden. Leider wurde es unterlassen, 
das erhaltene Halogensilber darauf zu priifen, ob Brom- oder Chlorsilber 
vorlag. Aus der angegebenen Menge wiirden sich 1,15°/o Chlor berechnen. 
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Hier muBte also der gesuchte Dimethylither des Hima- 
toporphyrins vorliegen. Zu seiner Isolierung wurde alsdann 
die schon beschriebene Methode der Verseifung des Esters mit 
Hilfe vonSalzséure herangezogen, wie Seite 70 beschrieben wird. 

Zunichst sei erwahnt, daB bei einem zweiten Versuch das 

Tetramethylhamatoporphyrin 

im reinen Zustande erhalten wurde. Die mit Hilfe von Eisessig- 
Bromwasserstoff gewonnene Lésung von 5 g Hiamin, die also 
das bromhaltige Zwischenprodukt enthalten mufte, wurde unter 
vermindertem Druck bei 70° Wasserbadtemperatur mdglichst 
vollstindig abdestilliert und der dunkelviolette Riickstand mit 
100 g wasserfreiem Methylalkohol 10 Minuten lang auf 50° 
erwirmt, wobei er vollstandig in Lésung ging. Die filtrierte, 
tiefrote Lisung wurde darauf mit 4 g Kaliumhydroxyd, gelést 
in 30 ccm Methylalkohol, versetzt, der entstandene Niederschlag 
abfiltriert und mit Methylalkohol extrahiert.') Die vereinigten 
methylalkoholischen L6sungen setzten beim ruhigen Stehen 
innerhalb von 6 Tagen 1,8 g grofe, schwarzrote Krystalle vom 
Schmelzpunkt 128° ab; in ihnen lag fast aschefreies Tetra- 
methylhamatoporphyrin vor: 

0,1725 g Substanz: 0,4393 g CO,, 0,1057 g H,O und 0,0003 g Fe,0, 

0.2660 > »  : 0,4065 » AgJ (Zeisel). 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,: 69,72°/o C, 7,04°/o H, 9,2°/o CH, 

Gefunden: 69,46 6,81 9,75 

Beim laéngeren Stehen im evakuierten Exsikkator ergab 
sich noch ein krystallisierter Ausfall von 0,7 g, aus den Mutter- 
laugen wurden durch Eingiefen mit verdiinnter Natriumacetat- 
losung 1,1 g eines unscharf bei etwa 125° schmelzenden Pro- 
dukts gewonnen, das aber im wesentlichen ebenfalls aus dem 
Tetramethylderivat bestehen diirfte, so dafi die Ausbeuten 
(c. 4g aus 5 g) als 80°/o der theoretisch berechneten Menge 


betragend angegeben werden kénnen. 





‘) Bei nachfoigender Extraktion mit Ather wurde noch Farbstoff 
herausgelést, der aus der atherischen Lésung durch 5°joige Salzsiure 
weggenommen und aus der salzsauren Lésung durch Natriumacetat ge- 
fallt werden konnte. Nach dem Trocknen im Vakuum lagen 0,35 g eines 
ziegelroten Kérpers vom Schmelzpunkt 105° vor, also der Dimethylather 
des Hamatoporphyrins, vgl. S. 70. 
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Der Dimethylather des Himatoporphyrins. 


Das beim ersten Versuch in einer Menge von 17 g er- 
haltene amorphe Produkt erwies sich, wie Seite 69 bereits 
angegeben, als geeignet, den gesuchten Dimethylather des 
Hiimatoporphyrins zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurden 
z. B. 5 g in 200 ccm Ather gelést und die Lisung mit je 50 ccm 
5°/oiger Salzsiure mehrere Male ausgeschittelt, d. h. solange, 
bis eine Wegnahme von Farbstoff nicht mehr beobachtet werden 
konnte. 

Der Ather blieb trotzdem gefirbt, mute also noch Sub- 
stanz enthalten, tiber die Seite 73 berichtet werden wird. 

Der aus der salzsauren Lésung durch Natriumacetat ge- 
fillle Farbstoff, aus 5 g z. B. 3,1 g, wurde noch einmal in 
Ather gelist und das Ausschiitteln mit 5°/oiger Salzsdure 
wiederholt, wonach nur geringe Mengen Substanz im Ather 
gelést blieben, von 1 g wurden z. B. 0,95 g wieder aus der 
salzsauren Lésung gefillt. Das im Vakuum getrocknete, ziegel- 
rote Pulver zeigte den scharfen Schmelzpunkt 105° und ldéste 
sich in saurem Natriumcarbonat. 

0,1711 g Substanz: 0,1194 g AgJ = 4,45°/o CH,, 
0,1887 » . : 0,1463 » » = 4,94%o » berechnet 4,79 °%o. 

Nach wiederholtem Aufnehmen in Ather und Ausschiitteln 
mit 5°/oiger Salzsiure anderte sich weder der Schmelzpunkt 
noch der Methylgehalt. Von den vier Methylen des Tetra- 
methylhamatoporphyrins werden also nur zwei durch 5°/oige 
kalte Salzsaéure bei kurzer Einwirkung wieder abgespalten und 
zwar sind dies die Estermethyle, da ja mit ihrer Entfernung 
das restierende Dimethylhamatoporphyrin saure Eigenschaften 
besitzt und Salze bildet. 

0,1627 g Substanz: 0,4153 g CO, und 0,0935 g H,O 

0,1000 » > : 0,0775 » AgJ 
Ber. C,,H,,0,N,(CH,), = CygH,.0,N, : 69,0°/o C, 6,70 H, 4,790 CH, 
Gef. : 69,61 6,4 4,94 

Durch Liésen von 0,5 g des Athers in 25 ccm 1 °/o Chlor- 
wasserstoff haltenden Methylalkohol und viertelstiindiges Er- 
hitzen der Lésung auf dem Wasserbade, Fallen mit Natrium- 
acetat, Lésen des abfiltrierten Niederschlags in Ather, Aus- 
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schiitteln der dtherischen Lésung mit Bicarbonat, Trocknen 
der Lésung und Verdampfen des Athers wurde das Tetra- 
methylderivat vom Schmelzpunkt 128—130° zuriickerhalten. 

Zur weiteren Charakterisierung des Dimethylithers, der 
nicht im krystallisierten Zustande erhalten werden konnte, 
wurde das salzsaure Salz hergestellt, zu welchem Zweck 0,5 g 
des Athers in 5 ccm n-HCl bei Zimmertemperatur gelést wurden. 
Aus der filtrierten und mit 2 cem Waschwasser verdiinnten 
Lésung schieden sich bei dreitégigem Stehen im Vakuum neben 
Schwefelsaure gut ausgebildete Nadeln ab, die abgesaugt, mit 
einigen Tropfen Salzsaure gewaschen und auf Ton im Vakuum 
getrocknet wurden. Die Ausbeute betrug 0,39 g. Ein Schmelz- 
punkt konnte nicht beobachtet werden. 

0,1090 g Substanz: 0,0396 g AgCl (Cl durch NaOH abgespalten) 
0,1618 » > : 0,0959 » AgJ (Zeisel). 

Ber. C,,H,,0,N, (CH,), -2 HCI: 4,3%o CH,, 10,1%o Cl 

Gef. : 3,8 8,98 

Der Chlorgehalt wurde also zu niedrig befunden, was 
mit der Leichtzersetzlichkeit des Salzes zusammenhingt. Die 
schénen Krystalle zerfallen némlich nicht nur beim Waschen 
mit kaltem Wasser zu amorphem Farbstoff, sondern die Ab- 
spaltung der Salzsiure stellt sich auch sofort ein, wenn das 
sorgfaltig getrocknete Salz an die Luft gebracht wird, soda 
schon nach kurzem Aufbewahren die Krystallform verloren geht. 

Ein krystallisiertes Salz des Athers mit Bromwasserstoff 
zu erhalten, gelang bisher tiberhaupt nicht, da es augenschein- 
lich zu hygroskopisch ist. 

Die Unbestiandigkeit des salzsauren Salzes des Hiimato- 
porphyrindimethylathers im Gegensatz zu dem des Himato- 
porphyrins ist bemerkenswert, die Methoxyle vermindern also 
die Fahigkeit der Stickstoffatome zur Addition, wie noch ge- 
zeigt werden wird, begiinstigen sie dagegen die Bildung kom- 
plexer Salze aus dem Hamatoporphyrin. In demselben Sinne, 
d. h. Leichtvertretbarkeit des Imidwasserstoffs, zu deuten ist 
die Fahigkeit des Athers, ein Silbersalz und ein Zinksalz mit 
drei Aquivalenten Metall zu geben, wahrend das Hiimatopor- 
phyrin selbst nur zwei Atome aufnimmt und nur dem Ammoniak 
gegeniiber die Fiihigkeit besitzt, drei Molekiile zu binden. 
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0,4 g Dimethylither (Schmelzpunkt 105°) wurden in 
40 ccm Methylalkohol gelést und die mit Natriumacetat ver- 
setzte Lésung mit tiberschiissiger 1°/oiger Silberacetatlésung 
versetzt, worauf noch zur besseren Abscheidung des Nieder- 
schlags mit Wasser verdiinnt wurde. Der nach 12 Stunden 
vollkommen abgesetzte, dunkelviolette Niederschlag wurde 
durch Dekantieren Ag-frei gewaschen, schlieBlich abfiltriert und 
im Vakuum unter Lichtabschlu8 getrocknet. Ausbeute 0,49 g. 
Bei 100° getrocknet erschien das Salz fast schwarz. 


I. 0,1688 g Substanz: 0,0755 AgCl (Carius). 


8) 0,4 g desselben Athers wurden in 100 ccm n/20-NH, 
gelést und der Uberschu8 des Ammoniaks bei 37° unter ver- 
mindertem Druck abdestilliert, die restierende Loésung wurde 
mit 0,8 g Silbernitrat gefallt. 


II. 0.2107 g Substanz: 0,3508 g CO,, 0,0743 g H,O und 0,0729 g Ag 
Ber. C,,H,,0,N,(CH,),Ag,: 45,62°/o C, 4,12°/o H, 34,21°/o Ag 
Gef. : Ll — aa 35,7 

II. 45,41 3,92 34,60 


Das Zinksalz des Athers wurde aus der methylalko- 
holischen Lésung mit Hilfe 1°/oiger Zinkacetatlésung gefillt. 
Der Zn-frei gewaschene Niederschlag im Vakuum iiber Kalk 
getrocknet. Ausbeute 0,42 g aus 0,4 g Ather. Es stellt eine 
hellrote Substanz vor, die sich beim Erhitzten auf 100° 
schwarz firbt. 

0,1492 g Substanz: 0,0270 g ZnO 
Berechnet fiir (C,,H,,O,N,(CHs).],Zn,: 13,53°/o Zn 
Gefunden: 14,5 

Wie erwahnt, konnte der Dimethylather aus dem Tetra- 
methylhimatoporphyrin durch Einwirkung 5°/oiger Salzsaure 
unter Abspaltung der Estermethyle erhalten werden. Bei langerer 
Einwirkung eines Uberschusses der Salzsiure und beim Stehen 
mit konzentrierter Salzsiure wird noch ein drittes Methyl ent- 
fernt und so ein Monomethylather des Haimatoporphyrins 
erhalten. 1 g des Seite 68 erwéhnten amorphen Produkts, aus 
dem der Dimethylather, wie beschrieben, erhalten werden konnte, 
wurde mit 60 cem Ather behandelt, die Lésung filtriert und 
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mit 100 ccm 5°/oiger Salzsiiure einige Stunden geschiittelt. 
Die salzsaure Lésung wurde darauf neben Schwefelsiure im 
Vakuum eingedunstet, wobei sich nach & Tagen rotviolette 
Krystalle abgeschieden hatten, die abgesaugt und mit einigen 
Tropfen 25°/oiger Salzséure nachgewaschen wurden, worauf 
sie auf Ton gestrichen und im Vakuum getrocknet wurden. Aus- 
beute 0,42 g. 

Die in Soda leicht léslichen Krystalle besaBen keinen 
Schmelzpunkt und wurden durch Wasser zerlegt. Die Analyse 
spricht fiir das Vorliegen des salzsauren Salzes eines Mono- 
methylhématoporphyrins. 


0,1068 g Substanz: 0,0474 g AgCl (Carius) 


0,144 >» > : 0,0473 » AgJ (Zeisel) 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,(CH,) - 2 HCl]: 2,2%o CH,, 10,7°o Cl 
Gefunden : 2,1 10,97 


Wie Seite 70 erwahnt wurde, blieb bei der Ausschiittelung 
der atherischen Lésung des amorphen KoOrpers, der alle die 
K6érper enthalt, die sich bei der Einwirkung von Methylalkohol 
auf das aus Hamin durch Eisessig-Bromwasserstoff enthaltende 
Produkt bilden, mit 5°/oiger Salzsiure eine Substanz im Ather 
gelist. Diese enthielt reichliche Mengen von Halogen, daneben 
aber auch Methoxy! und so viel Eisen, daf sofort an ein Produkt 
gedacht werden mubte, das zwischen Haémin und Hiimatopor- 
phyrin stand, d. h. an ein Produkt, das sich aus dem Hamin 
dadurch gebildet hatte, daB zwar die Anlagerung von Brom- 
wasserstoff erfolgt, aber die Abspaltung des Eisens noch nicht 
eingetreten war. Dem stand aber doch entgegen, dai das 
gleiche Rohprodukt bei der Behandlung mit Wasser an Stelle 
von Methylalkohol nur Haimatoporphyrin liefert, und die Beob- 
achtung, dai es ein leichtes ist, in das Molekil des Esters 
des Haimatoporphyrins Eisen wieder einzufiihren, lait die Még- 
lichkeit offen, dafi das hier beobachtete Produkt sekundirer 
Natur insofern ist, als das Eisen mit Hilfe des vorhandenen, 
aus dem Himin stammenden Eisens unter den wiahrend des 
Versuches selbst innegehaltenen Bedingungen wieder einge- 
treten ist. 

Die Gewinnung eines komplexen Hydroxyferrisalzes des 
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Dimethylathers des Haimatoporphyrins gestaltete sich folgender- 
mafen. Als Riickstand der braun gefarbten atherischen Lésung, 
die an 5°/oige Salasiure und auch an Sodalésung keine Sub- 
stanz abgab, auch durch Petrolather nicht gefallt wurde, hinter- 
blieb eine schwarze, amorphe Masse, die nochmals in Ather 
gelost und von Spurenunloslicher Substanzhierdurch befreit wurde. 

Sie enthielt 4,55°/o Chlor, 6,53°/o CH, und 7,85°/o Eisen 
(0,128 g Substanz: 0,0235 AgCl (Carius), 0,3663 Substanz: 
0,3753 AgJ (Zeisel), 0,2122 g Substanz: 0,0238 Fe,O,), welche 
Werte auf das Vorliegen eines Monomethylesters des Dihydro- 
dimethoxyhiimins hinweisen:1) ber. C,,H,,O,N,FeCl 4,88 °/o Cl, 
7,7°/o Fe, 6,2°/o CH,, der sich nach folgenden Gleichungen 
gebildet haben diirfte: 

C,,H,,0,N,FeCl + 2HBr = C,,H,,0,N,FeCIBr, 

C,,H,,0,N,FeClBr, -+-3CH,OH = 2 HBr -+-H,0 + C,,H,,0,N,FeCl(OCH,),CH,. 

Zur Entfernung des Chlors wurde 1 g mit 120 ccm ®/2-NaOH 
1/2 Stunde im Wasserbade erhitzt, wobei der Kérper allmahlich 
volistaindig in Lésung ging, worauf mit Essigséure gefallt wurde. 
Im farblosen Filtrat war reichlich Halogen vorhanden und eine 
zweite Behandlung mit Alkali ldste keines mehr heraus. Jetzt 
wurde der noch etwas feuchte Niederschlag, der sich auch in 
saurem Natriumcarbonat, sowie in Ather léste, in Siuren aber 
unléslich war, auf FlieBpapier schlieblich im Vakuum getrocknet. 
Einen Schmelzpunkt besaf er nicht. Die Analyse weist auf 
einen Kérper von der Zusammensetzung C,,H,,0,N,Fe, d. h. 
auf eine Hydroxyferri-dihydrodimethoxyhamaterinsaure, die sich 
aus dem urspriinglich vorhandenen Produkt durch Verseifung 


') Die Analyse ist insofern nicht einwandsfrei, als unterlassen wurde, 
das Halogensilber auf einen Gehalt an Bromsilber zu untersuchen. Daf 
ein Monomethylester vorliegen muf, ergibt sich aus der Zeisel-Bestim- 
mung nach der Verseifung, aus der hervorgeht, daf durch letztere nur 
ein Methyl entfernt wurde. Die Bildung eines in Alkalien unldéslichen 
Monomethylesters ist bei der Himinnatur des Kérpers nicht ohne Ana- 
logie, da ja bei der Herstellung von Himin mit Hilfe von Methylalkohol 
der Hauptsache nach ein Monomethylester gebildet wird, und von den 
zwei mdglichen Isomeren das eine sich in kalten Carbonatlésungen nicht 
auflést. Die vorliegende Substanz diirfte allerdings noch schwerer in 
Alkalien lislich sein, was auffallen muh. 
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des Estermethyls und Ersatz des Halogens durch Hydroxyl ge- 


bildet haben kann. ') 
0,1914 g Substanz: 0,4338 g CO,, 0,1005 g H,O und 0,0214 g Fe,0, 


0,2688 » > : 19,6 ccm N, 16,5° und 734 mm B. 
0,1962 » > : 0,1049 g AgJ (Zeisel). 
C H N Fe CH, 
Ber. C,,H,,0,N,Fe(OH)(CH,),: 62,1690 5,61°0 8,01°%0 801% 4,3% 
Gef. : 61,81 5,84 8,15 7,83 3,5 


Der erhaltene KOrper ist wie das Himatoporphyrin selbst 
imstande, drei Molekeln Ammoniak zu binden, die beim Er- 
wirmen nicht abgegeben werden. 

0,4836 g wurden mit 50 ccm '/10-n-NH, behandelt, die 
filtrierte Losung — 0,0056 g hinterblieben ungelist — auf 
100 ccm gebracht und unter vermindertem Druck bei 37° eine 
Stunde in 45 ccm ®/10-H,SO, destilliert, wonach zuriicktitriert 
wurde und zwar mit 25 ccm ®/10-NHs. 

0,478 g verbrauchten also 20 ccm '/1o-n-NH, 

Berechnet fiir C,,H,,0,N,Fe(NH,),: 20,6 ccm. 
Die Darstellung einer komplexen Eisenverbindung aus dem 
Dimethylester des Anhydro-Hamatoporphyrins geschah in An- 
lehnung an die von Zaleski?) fiir das Mesoporphyrin ange- 
gebene Methode. 

2 g des genannten Esters wurden in 150 ccm 80°/oiger 
Essigsaure unter Erwarmen gelost und die klar filtrierte Losung 
mit 200 ccm Wasser verdiinnt, wobei keine Triibung der violett 
rot gefirbten Fliissigkeit eintrat. Daneben war Eisenpulver 
mit 60°/oiger Essigséiure in LOsung gebracht worden und die 
filtrierte Losung des Ferroacetats wurde nun in kleinen Por- 
tionen zu der auf dem erhitzten Wasserbade stehenden essig- 
sauren Lésung des Esters gegeben, wobei nach etwa 7 Minuten 





1) Anfanglich wurde angenommen, das vorhandene Halogen sei 
Brom, das noch nicht durch Methoxyl ersetzt worden war. Es wurde 
daher nach der Verseifung in alkalischer Lésung mit Dimethylsulfat be- 
handelt. Spiter zeigte es sich, daf, auch ohne diese Behandlung, die 
den Zweck hatte, das fehlende Athermethyl einzufiihren, ein vollstandig 
itherifizierter Kérper bereits vorlag. Das Halogen mufite also von einer 
anderen Stelle des Molekiils stammen, d. h. es mufte als Chlorferri- 


gruppe vorliegen. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 70 (1902); Bd. 43, 5. 12 (1904). 
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ein Farbenumschlag in braunrot eintrat. Jetzt wurde langsam 
erkalten gelassen und am nachsten Tage der inzwischen ab- 
gesetzte krystalline Niederschlag abgesaugt, nachgewaschen 
und im Vakuum getrocknet. Das erhaltene Produkt zeigte 
unter dem Mikroskop betrachtet kugel- und hantelformige Kry- 
stillchen, diein grdferen und kleineren Gruppen beieinander lagen 
und das Bild eines wirren Netzwerkes erzeugten. Es liste sich 
nicht in Bicarbonat, eine Verseifung war also nicht eingetreten 
oder jedenfalls nur teilweise, !) war in Ather loslich, lie sich aber 
aus dieser Loésung durch 5°/oige Salzsaéure nicht ausschiitteln. 

Leider gestattete die geringe Ausbeute bisher nur eine 
Elementar-Analyse. 

0,1532 g Substanz: 0,3474 g CO,, 0,0798 g H,O und 0,0176 g Fe,0,. 

Die hieraus sich ableitenden Werte: 61,84°/o C, 5,79°/o H 
und 8,04°/o Fe stimmen tiberein mit den aus den empirischen 
Formeln C,,H,,0,N,Fe oder (C,,H,,0,N,Fe),0 berechneten. Es 
mu aber noch unentschieden bleiben, welcher von beiden der 
Vorzug zu geben ist, wie denn iiberhaupt der Chemismus der 
Einfiihrung des Eisens in das Hamatoporphyrin wie auch in 
das Mesoporphyrin noch der Aufklarung bedarf, namentlich im 
Hinblick auf die Wertigkeit des Eisens. La®t doch die Aus- 
fiihrung der Reaktion auf den Eintritt des Eisens im Ferrozu- 
stande schlieBen, wihrend die Ahnlichkeit der erhaltenen Produkte 
mit dem Himin das Vorliegen dreiwertigen Eisens fordert. Es 
miifte also entweder eine Aufnahme von Sauerstoff aus der 
Luft oder eine solche von Wasser erfolgt sein, so da eine 
Oxydation am Eisen, eine Reduktion an einer anderen Stelle 
des Molekiils eingetreten ware. 

Ich gedenke diese wichtige Frage eingehend zu bearbeiten 
und behalte mir die Untersuchungen iiber die Einfiihrung des 
Eisens und anderer Metalle in die Molekiile der von uns ent- 
deckten Ester und Ather des Hiimatoporphyrins vor. 


') Das S. 74 beschriebene Produkt, das mit dem vorliegenden 
grofe Ahnlichkeit aufweist, muf ja auch als ein Monomethylester an- 
gesprochen werden, der in Alkalien nicht ldslich ist. 


Stuttgart, am 1. Juni 1913. 











Bemerkungen zu den Arbeiten A. Rakoczys 
liber die Pepsin-Chymosinfrage. 
Von 


W. van Dam. 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Mai 1913.) 


In einer neulich erschienenen Arbeit') wurden von Rakoczy 
meine in einer vorhergehenden Mitteilung ?) veréffentlichten Befunde und 
Schluffolgerungen einer Kritik unterzogen. Obschon ich im allgemeinen 
nicht zu einer Polemik geneigt bin, wenn diese nicht von neuen experi- 
mentellen Befunden gestiitzt werden kann, so muf ich fiir diesmal eine 
Ausnahme machen, weil es mir in den niachsten Jahren wahrscheinlich 
nicht mdglich sein wird, weitere Experimente auf diesem Gebiete aus- 
zufiihren. 

In meiner letzten, obengenannten Arbeit habe ich gezeigt, daf fiir 
Infusionen vom Magen des Kalbes, Schweines und Rindes ein fast voll- 
kommener Parallelismus gefunden wird bei der Verdauung von Casein 
(bei solechen H-Ionenkonzentrationen, dafs noch kein Casein gelist wird) 
einerseits und fiir die Milchkoagulation anderseits. Weiter konnte fest- 
gestellt werden, dafs bei der Aciditét 0,3 normal, etwa dieselben Unter- 
schiede bei der Caseinverdauung gefunden werden als bei der Verdauung 
von Hiihnereiweifi nach Mett in HC] 0,2°o. Der Unterschied bezieht sich 
aber nur auf die Geschwindigkeit der Verdauung; die Verdauungs- 
produkte scheinen in ihrer qualitativen, sowie quantitativen Zusammen- 
setzung unabhiangig zu sein von der Aciditét des Mediums, was mir ein 
Argument fiir die Identitit der Wirkung beider Enzymlisungen zu sein 
scheint. 

In seiner jiingsten Arbeit bestreitet Rakoczy meine Schluffolge- 
rungen; nachdem er auf die Resultate hingewiesen hat, die ich in 0,3 
normaler Salzséiure bei der Caseinverdauung erhielt, schreibt er: «Kin 
vollkommener Parallelismus zwischen der milchkoagulierenden und casein- 
verdauenden Wirkung gelangt aber sogar bei niedriger Aciditaét nicht zur 
Beobachtung; in allen Versuchen von van Dam ergeben die mehr Pepsin 
enthaltenden Lésungen auch grifere Werte fiir die Caseinverdauung; in 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 329. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 247. 
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einigen Versuchen (6 und 8) ist diese Divergenz sehr bedeutend, so z. B. 
in Versuch 8: 


Kalb koaguliert bei 28° C. — 90 Sek., verdaut Eiweifi — 23,45 
Schwein » » 28° » — 90 >» > > — 32,3. 


Das Fehlen der zu erwartenden Proportionalitat erklart van Dam 
damit, daf§ das Pepsin der Schweinsinfusion unter den gegebenen Ver- 
suchsbedingungen (Koagulation nicht angesduerter Milch) seine Koagu- 
lationskraft nicht im vollen Umfange entfalten konnte; deshalb wiederholt 
der Autor denselben Versuch, wobei er die Infusionen jetzt nach ihrer 
Fahigkeit, angesduerte Milch (6 cem ®/10-HCl auf 100 ccm Milch) zu koa- 
gulieren, auf die gleiche Kraft bringt, und die Gerinnung selbst bei noch 
niedriger Temperatur (24,5° C.) vornimmt, wobei er in der Tat einander 
mehr angeniherte Werte fiir die Caseinverdauung erhalt, obschon das 
Ubergewicht doch noch auf seiten der Schweinsinfusion liegt (Kalb — 26,6, 
Schwein — 28,9). Somit schafft van Dam bei der Bestimmung der 
Koagulationskraft fiir das Pepsin giinstige Bedingungen (niedrige Temp., 
angeséuerte Milch), waihrend er die Bestimmung der caseinverdauenden 
Kraft bei fiir das Pepsin ungiinstigen Bedingungen (niedrige Aciditat) 
ausfiihrt, um nun aus der Zusammenstellung der unter solchen Bedin- 
gungen erhaltenen Zahlen einen Parallelismus zu konstatieren. Ich habe 
bereits in meiner oben zitierten Arbeit iiber die logische Unzulanglichkeit 
einer derartigen Argumentation gesprochen — man kann ja fir die aller- 
verschiedensten Stoffe solche Bedingungen schaffen, bei denen sie ahnlich 
erscheinen werden, doch von einer solchen Ahnlichkeit bis zu vollkom- 
mener Identitét fihrt noch ein sehr weiter Weg.> 

Zu dieser Kritik erlaube ich mir zunachst noch einmal die von mir 
gefundenen und berechneten Zahlen fiir die Caseinverdauung zusammen- 
zustellen. Bei meinen Versuchen wurde immer eine Kalbsmageninfusion 
(oder Lablésung) mit Schweins- oder Rindspepsin verglichen. Die unter 
«ber.» angegebenen Zahlen wurden gefunden nach der Gleichung: 


Ger.gonw. : Gergen == Verd-*xan : xX’ 
Versuch Verdauung 
Gef. Ber. 
1 16,6 15,4 
2 23,5 ') 24,7 . 
3 19,7 19,0 
4 22,55 21,6 
5 28,4 26,3 
6 37,9 31,8 
7 25,6 23,4 
8 32,3 23,45 


1) Ohne Kontrollrohr. 
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Weiter lieferten die Infusionen auf 7 verschiedenen Kalbsmagen, 
die also wohl nicht gleiche Pepsinmengen enthielten und eine Lablésung 
(Hansen), die alle auf der gleichen Koagulationskraft verdiinnt waren, 
folgende Verdauungszahlen: 22,15 — 22,3 — 22,7 — 22,0 — 22,6 — 22,45 
— 22,5 — 21,45. 

Rakoczy hat also vollkommen recht, wenn er sagt, daf’ auch 
hier kein vollkommener Parallelismus beobachtet wird; nicht richtig 
ist die Bemerkung, daf\ bei Versuch 8 Proportionalitat fiir Verdauung und 
Gerinnung zu erwarten war. Ich schrieb damals bei der Vermeldung von 
Versuch 8: «Hier ist die Differenz der gefundenen mit der berechneten 
Verdauung sehr bedeutend. Ich hatte nichts anderes erwartet. 
Beim Verdiinnen der Lésung zeigte es sich, da’ das Verdiinnungsgesetz 
nicht befolgt wurde>, usw. 

Ich zeigte dann weiter, daf man besser iibereinstimmende Werte 
erlangt, wenn man dafiir sorgt, daf} der Gerinnungsversuch den wirk- 
lichen Enzymgehalt angibt und nicht den scheinbaren Gehalt. 

Rakoczy meint, daf ein solches Vorgehen nicht statthaft ist; 
wenn man sich die Bedingungen so wihlt, dafs die stirkere Wirkung ab- 
geschwacht, die schwiichere verstarkt wird, so kann man immer die- 
jenige Bedingung ausfindig machen, fiir die beide Wirkungen gleich sind. 
Diese Ansicht ist natiirlich vollkommen richtig, gilt aber nur dann, wenn 
man bei dem genannten Vorgehen sozusagen einen wirklichen Kreuz- 
punkt findet, der bei fortgesetztem Andern der Bedingungen in derselben 
Richtung, tiberschritten wird. In dem vorliegenden Fall ist das nun aber 
nicht der Fall; von dem Momente an, dafi nach Rakoczy die giinstigste 
Bedingung hergestellt ist, fiir welche also Parallelitét fiir Gerinnung und 
Verdauung eintritt, bleibt diese Parallelitat bestehen, unabhangig davon, 
ob man die Bedingungen in derselben Richtung noch weiter andert, z. B. 
mehr Sadure zur Milch gibt, oder bei niedriger Temperatur den Koagu- 
lationsversuch vornimmt. Vollkommen dieselbe Uberlegung gilt fiir die 
Abweichungen vom Verdiinnungsgesetz. Diese Abweichung kann auf- 
gehoben werden durch Arbeiten mit héherer Enzymkonzentration, oder 
durch Vermehrung der H-lonen oder durch Temperaturerniedrigung, nie 
aber gelingt es, die Differenzen im entgegengesetzten Sinne hervorzurufen, 
d. h. bei Verdiinnung eine starker koagulierende Wirkung zu erhalten, 
als der Verdiinnung entspricht. Schon aus dieser einfachen Uberlegung 
geht klar hervor, dafi die Remerkung Rakoczys in dieser Hinsicht nicht 
stichhaltig ist. 

Wenn ich beim Versuch 8 ohne weiteres aus der gefundenen Differenz 
geschlossen hatte, dafi die beiden Wirkungen nicht parallel gehen, so hatte 
ich denselben Fehler gemacht, durch den zahlreiche Versuche Rakoczys, 
und auch Hammarstens, Schmidt-Nielsens u. a. ihren Wert verloren 
haben. Diese Autoren haben versaéumt, sich die Frage vorzulegen: geben 
meine Koagulations- sowie Verdauungsversuche den wirklichen Enzym- 
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gehalt an? Schon 6fters habe ich betont, dah die Koagulationsversuche, 
die bei 37—40° C. ausgefiihrt werden, sehr oft ein vdllig falsches Bild 
geben von der Menge des in der zu untersuchenden Fliissigkeit sich be- 
findenden Enzyms. Die Eigenschaften des sogenannten Parachymosins, 
von Siéuren und Chlorcalciumlésung stirker beeinflu{t zu werden als 
das Chymosin, sowie das Nichtbefolgen des Verdiinnungsgesetzes, sind 
alle auf den Umstand zuriickzufiihren, daf eine Lésung eines solchen 
«Parachymosins» den Hydroxylionen der Milch gegentiber 4uferst empfind- 
lich ist, was eine ganze oder teilweise Vernichtung des Enzyms wahrend 
des Gerinnungsversuchs bei zu hoher Temperatur zur Folge hat. Will 
man daher relative Fermentmengen messen, so hat man dafiir zu sorgen, 
dafi die Umstinde so sind, daf kein Enzym wahrend der Versuche ab- 
getOtet werden kann. 

Wie stellt sich nun Rakoczy diesen Tatsachen gegeniiber und in 
wie weit beriihren sie die Versuchsergebnisse dieses Autors? Rakoczy 
fand die Beobachtung der relativ schnelleren Gerinnung bei niedrigen 
Temperaturen bestatigt fiir die durch Erwirmen mit HCl von Chymosin 
befreiten Lésungen und <erklirt» dies so:*) «Das Pepsin unterscheidet 
sich unter anderem dadurch vom Chymosin, daf es bei verhaltnismahig 
geringfiigigen Verdiinnungen vom Zeitgesetz abweicht ; es folgt aber diesem 
Gesetz in grofer Annaéherung, wenn man die Gerinnungsversuche bei 
einer Temperatur von weniger als 30° C. ausfiihrt. Daher kann das 
Pepsin der Kalbsinfusion, in der es in geringer Menge enthalten 
zu sein pflegt, nach Zerstérung des Chymosins seine milchkoagu- 
lierende Wirkung besser bei 25° entfalten als bei 40°,?) und 
die milchkoagulierende Kraft der erwairmten Portionen wird verhiltnis- 
miifig erhoht.» 

Uber diese «Erklarung» habe ich bei einer vorigen Gelegenheit °) 
schon das meinige gesagt; weil die damals gestellten Fragen unbeantwortet 
geblieben sind, méchte ich sie hier noch einmal wiederholen. Warum 
kann das Pepsin seine milchkoagulierende Wirkung besser bei 25° als 
bei 40° entfalten, wenn es nicht dadurch ist, dah es bei 40° abgetotet 
wird in der Milch? Warum findet man bei Schweins- und Rindsenzym- 
lésungen bei 25° 6fters innerhalb 5 Minuten Gerinnung, wahrend be! 
40° gar keine Koagulation eintritt? Und warum findet man bei mehr — 
konzentrierten Enzymlésungen das Umgekehrte: bessere Wirkung bei 
héherer Temperatur? Und wenn die Milch ein wenig: angesiuert wird, 
warum findet man auch dann eine bessere Wirkung, je nachdem die 
Versuchstemperatur héher gewahlt wird? Und wie soll man es erkliaren, 
dafs eine Pepsinlisung, die bei 26° C. in z. B. 5 Minuten die Milch dick- 
legt, diese Fiahigkeit véllig verliert, nachdem das Enzym-Milchgemisch 


') Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 459. 
?) Kursivierung von mir. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 254. 
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wihrend 5 Minuten bei 40° gestanden hat, um dann bei 26° hingestellt 
zu werden ? 

Wenn Rakoczy die von mir gegebene Antwort auf diese Fragen 
bestreitet, so mége er doch eine andere, bessere Erklirung geben; die 
oben zitierte Auferung ist meines Erachtens keine Erklarung zu nennen. 

Ich will jetzt noch ein paar Worte dariiber sagen, inwieweit oben- 
stehende Erérterungen die Versuchsergebnisse Rakoczys berihren. In 
seiner ersten Mitteilung*) untersucht der Autor den Einfluf{ langdauern- 
der Erwarmung bei 39—40° fiir Kalbs- und Rindsmageninfusionen. Die 
Koagulationsversuche zur Bestimmung der relativen Fermentmengen 
wurden alle bei 40° C. ausgefiihrt. Bedenkt man nun, daf\ es in erster 
Linie die erwarmten Kalbsmageninfusionen sind, die fiir Hydroxylionen 
auferordentlich empfindlich sind, so leuchtet es ein, dafi die von Rakoezy 
in seinen Tabellen (Versuch VIII, IX, X und XI) angefiihrten relativen 
Fermentmengen absolut nicht den wirklich anwesenden Quantititen ent- 
sprechen, und die konstruierten Kurven lehren dariiber nichts. Ganz 
besonders instruktiv in dieser Hinsicht sind die erhaltenen Zahlen bei 
der Koagulation durch eine 36 Stunden lang bei 40° C. digerierte Kalbs- 
mageninfusion, das eine Mal nach Neutralisation mit CaCO,, das andere 
Mal ohne vorhergehende Neutralisation. 


Nicht erwarmt Erwarmt 
Nicht neutralisiert . . < 7 Sek. 270 Sek. 
Neutralisiert. .... 20 » 3600» 


Wie verhielten sich in den nicht und wohl erwarmten Infusionen 
nun eigentlich die Fermentmengen, als 270: <7, oder als 3600 : 20? 
Rakoczy schreibt: «wenn man aber zur Bestimmung der milchkoagu- 
lierenden Kraft mit CaCO, neutralisierte Infusion verwendet, so erweist 
sich die letztere nach 2tagiger Erwarmung als unwirksam». Damit kann 
man sich aber nicht begniigen, denn nach Mett findet der Autor 3mm 
in 16 Stunden fiir die auf Milch unwirksame Lésung, wahrend Rakoczy 
auch fiir das Pepsin das Vermégen annimmt, Milch zu koagulieren bei 
neutraler Reaktion (S, 433). Und in Tabelle IX sieht man, daf die 
Pepsinlésung (Rindsmageninfusion), die 144 Stunden erwdrmt wurde, bei 
einer Verdauung von 4,0mm nach Mett, die Milch in 5 Minuten zur 
Gerinnung bringt. Wie mufs man das verstehen ? 

Weiter gibt Rakoczy als Resultat der Versuche VIII, IX, X und 
XI, folgendes: «Im Verlaufe der ersten Tage der Erwirmung wird das 
Chymosin zerstért und es bleibt nur das Pepsin allein iibrig, dessen 
milchkoagulierende Kraft nun parallel der proteolytischen zu fallen be- 
ginnt. In der Rinderinfusion ist kein Chymosin oder nur sehr wenig 
davon vorhanden und hier ist die Milchgerinnung hauptsachlich durch 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 421. 
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die Wirkung des Pepsins bedingt, weshalb beim Erwarmen beide 
Wirkungen fast parallel sinken.>»'*) 

Ich erlaube mir die Zahlen aus Rakoczys Arbeit zu zitieren, 
die eine «fast parallele» Abschwachung der koagulierenden und ver- 
dauenden Wirkung beweisen sollen fiir die Pepsinlésungen (Rindsmagen- 
infusionen). 


Versuch VIIL. 




















Dauer Relative Fermentmenge | Relative Fermentmenge 
der Erwarmung nach nach 

Stunden der Koagulation der Proteolyse 

0 4,4 1,44 

24 3,66 1,6 

48 2,72 1,3 

72 | 1,0 1,0 

Versuch IX. 

0 8,5 7,9 

24 3,0 6,9 

48 3,7 5,6 

72 2,0 5,9 

96 Be 3,1 

144 1,0 1,0 








Man vergleiche diese Zahlen mit denjenigen, welche ich fiir die 
Caseinverdauung gefunden habe; nach alledem bin ich der Meinung, daf 
Rakoczy zu der gemachten Bemerkung in dieser Beziehung nicht be- 
rechtigt war. Bei der Versuchsanordnung, wie sie in diesen Versuchen 
gewahlt wurde, ist es rein unm6glich einen Parallelismus zu finden, weil 
bei den Koagulationsversuchen ein Teil des erwirmten Enzyms wahrend 
des Versuchs vernichtet wird. Will Rakoczy hier eine strenge Parallelitat 
nachweisen, so hat er sich von ganz denselben Vorsorgen zu bedienen, 
als ich es tat. 

Im zweiten Teil dieser Arbeit gibt Rakoczy interessante Tren- 
nungen von den beiden Wirkungen, der Koagulation und der Eiweil- 
verdauung; in seiner vor kurzem erschienenen Mitteilung ?) werden diese 
noch erganzt durch andere Methoden, um ein solches Resultat zu erhalten. 
Es tut mir leid, daf der Autor sich durch meine diesbeziigliche Auferung*) 
gekrankt fiihlt; es ist absolut nicht meine Absicht gewesen, etwas Unan- 





‘) Kursivierung von mir. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 329. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 251. 











Bemerkungen zu A. Rakoczys Pepsin-Chymosinfrage. 83 


genehmes zu sagen iiber die Dialysierversuche Rakoczys. Ich bin nur 
der Meinung, dal} man aus diesen Resultaten nicht schliefen darf, dah 
man es mit zwei verschiedenenen Wirkungen zu tun hat, weil man zwei 
nicht identische Systeme vergleicht. Aus der Nichtidentitét der Wirkung 
(was die Geschwindigkeit anbetrifft) soleher Systeme kann man nicht 
schliefen auf Nichtidentitaét der Komponenten. Geht nicht aus der letzten 
Arbeit Rakoczys hervor, dafs beim Vergleich von der Wirkung des 
Elastins auf schwach- und stirker salzsaure Chymosinlésung im ersten 
Fall das Chymosin ganz anders wirkt als im zweiten, und zwar als Pepsin, 
ganz so wie ich es bei der Caseinverdauung fand? 

Was nun der tiefere Grund dieser Erscheinung ist, ist bisher nicht 
bekannt; vom physikalisch-chemischen Standpunkte scheint die Annahme 
nicht unwahrscheinlich, dafs eine Pepsinlésung die Eigenschaften einer 
Chymosinlésung erhalt durch Spuren von Stoffen, die sich mit dem Enzym 
vereinigen zu einem Gleichgewichte, das von den H-Ionen gestirt werden 
kann. Die Dualisten haben sich Ofters bemiiht, die Gegenwart solcher 
<Verunreinigungen» zu zeigen durch Vermischen einer verunreinigten 
Lésung mit einer normal arbeitenden, um dann beim Nichtkonstatieren 
eines hemmenden Einflusses zu schlhiefen, dafs offenbar von Verunreini- 
gungen nicht die Rede sein konnte. Dies ist nun aber ein Irrtum. Man 
kénnte dies vielleicht illustrieren mit einem Vergleich von zwei Salzsiure- 
ldsungen, deren eine mit ein wenig Natriumacetat, sagen wir ‘/s der 
iquivalenten Menge, verunreinigt ist. Die Saéurewirkung letzterer zeigt 
sich dann bekanntlich stark abgeschwiacht, beim Vermischen mit der 
reinen Lésung ist ein Einfluf auf dieser nur zu konstatieren, wenn man 
iiber feinere Mittel verfiigt, als den Verdauungsversuchen mit Hihner- 
eiweifs oder Fibrin entsprechen. Ich fihre dies nur als rohes Beispiel 
an, um zu zeigen, dafs man in ahnlichen Fallen sehr vorsichtig sein muf 
in seinen Schluffolgerungen, zumal weil es sich in dieser Frage um sehr 
verwickelte Systeme handelt, deren Komponente tiberdies zum Teil in 
verschwindend kleinen Quantitéiten vorkommen. 

Wenn ich also sagte: «Vom unitarischen Standpunkte heift das 
also, daf’ es nicht gelingt, durch einfache Dialyse alle Verunreinigungen 
wegzuschaffen», so ist das zu deuten im oben erdrterten Sinne; die 
Gesamtheit aller Untersuchungen tiber diesen Gegenstand bilden also die 
experimentellen Daten fiir diese Behauptung. 

Schlieflich méchte ich noch folgendes hervorheben. In seiner 
ersten Arbeit kommt Rakoczy zum Schluf, daf man dem Pepsin das 
Vermégen zuschreiben muf, Milch auch bei neutraler Reaktion zur Ge- 
rinnung zu bringen. Dadurch ist also ein wichtiger Unterschied von 
Chymosin und Pepsin, der von Hammarsten immer in den Vordergrund 
geschoben wurde, hinfillig geworden. —- Nachdem ich gezeigt hatte, dah 
fiir verschiedene Labpriparate die Caseinverdauung der Gerinnungsge- 
schwindigkeit parallel geht, schrieb Rakoczy: «Diese Tatsache, die unsere 


6* 
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Kenntnis der Eigenschaften des Chymosins erweitert, widerspricht nicht 
im geringsten der dualistischen Anschauung: wenn das Chymosin im- 
stande ist, spezifisch auf das Casein einzuwirken und es zur Gerinnung 
zu bringen, so ist es nicht unmdglich, dafi diese spezifische Wirkung nicht 
auf das Stadium der Paracaseinbildung beschrankt bleibt, sondern weiter- 
geht.» Als ich dann spater zeigte, daf} die Caseinverdauung vom Pepsin 
im selben Male vollzogen wird, wie vom Chymosin, schrieb Rakoczy: 
«Die Frage nach der Natur des Chymosins ist noch offen. Nichts steht 
der Annahme im Wege, dafs dasselbe eine eigenartige Protease darstellt, 
die auf das Casein ahnlich') wie das Pepsin wirkt, sich jedoch vom 
letzteren usw. . . . unterscheidet.» 

Also: das Chymosin wirkt verdauend auf das Casein und das 
Pepsin wirkt milchkoagulierend, auch bei neutraler Reaktion. Nach alle- 
dem kann man hoffen, innerhalb weniger Jahre auch Rakoczy zu den 
Unitariern iibergesiedelt zu finden. 


Reichslandw. Versuchsstation, Hoorn. 


') Kursivierung von mir. 








Untersuchungen dber die eBbaren indischen Schwalbennester. ') 
Von 
Heinrich Zeller. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Mai 1913.) 


Bestimmte Schwalbenarten, welche an der Kiiste des in- 
dischen Archipels heimisch sind, bentitzen zum Aufbau ihrer 
Nester, der sogenannten efbaren Schwalbennester, das Sekret 
ihrer Speicheldriisen, welche wahrend des Nestbaues eine be- 
deutende VergroBerung erfahren und wihrend dieser Zeit eine 
reichliche Menge einer zahschleimigen Flissigkeit absondern. 

Abgesehen von Blyth und Laidley,?) deren Arbeit mir 
nicht zugaéngig war, ist wohl Dobereiner®*) der erste, welcher 
die Nestsubstanz chemisch untersucht hat. Er fand, daB sie 
(ungereinigt) 7,5°/o Asche (Na, Ca, Fe, Cl) enthiélt und stick- 
stoffhaltig ist, dai sie in Wasser aufquillt, aber nur zu einem 
kleinen Teil sich lést. Die Lésung gibt mit Alkohol und mit 
Bleiacetat Niederschlage, mit Salpetersiure Gelbfairbung, der un- 
losliche Teil quillt in konzentrierter Essigséiure zu durchsichtiger 
Gallerte, fairbt sich mit Salpetersiure gelb, mit Schwefelsiure 
und Salzsaure allmahlich dunkel, wird mit Ammoniak und Natron- 


1) Die Anregung zu dieser Arbeit ging von Herrn Prof. du Bois- 
Reymond von der deutschen Medizinschule in Shanghai aus, welcher Herrn 
Prof. Thierfelder einige Nester schickte. Prof. du Bois-Reymond 
hatte sie von dem Vizekénig, dem damaligen Generalgouverneur in Nanking 
Tuan Fang, erhalten, welcher sich sehr fiir ihre Zusammensetzung 
interessiert. 

*) Erwihnt in Comptes rendus, Bd. 41, 1855. Journal de la Société 
Asiatique du Bengale, Bd. 14, S. 210. 

8) In Schweigers Journal f. Chemie und Physik, Bd. 11, 1814, 
S. 303—312. 
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lauge gallertig. Brande’) sagt, daf die Substanz in Ammoniak 
léslich sei, eine Angabe, die offenbar unrichtig ist. 

Die erste eingehende chemische Untersuchung dieser 
Nester stammt von Mulder.?) Nach ihm bestehen die Nester in 
der Hauptsache aus einem besonderen tierischen Stoff, welchen 
er Neossin nennt. Daneben finden sich in einer kleinen Menge 
etwas festes weiles Fett (0,22°/o), sowie Kochsalz und Magne- 
siumchlorid (zusammen 3,47°/o), welche durch kochenden Al- 
kohol extrahiert werden, Na,SO,, Spuren von Na,CO, (zusammen 
0,77°/o) und das Kalksalz einer organischen Saure (0,53°/o), 
welche durch kochendes Wasser extrahiert werden. Das Neossin 
ist in Alkohol unldslich, in kochendem Wasser wenig loéslich; 
in kaltem Wasser quillt es zu einer durchsichtigen voluminésen 
Gallerte, welche in Essigsaéure, Salpetersiure, Salzsiéure, ver- 
diinnter Schwefelsiure, Ammoniak und schwachem Alkali un- 
léslich ist. Kaustisches Alkali zersetzt unter Ammoniakent- 
wicklung, starke Salpeterséure bewirkt Gelbfarbung und in der 
Hitze Zersetzung zu Gas. Kochende Salzsdure lést unter gleich- 
zeitiger Zersetzung zu brauner F'iissigkeit. Beim Erhitzen blaht 
die Substanz sich auf und hinterlaBt 5°/o Asche (Calcium- und 
Magnesiumsulfat mit Spuren von Calciumcarbonat). Sie ist 
schwefelfrei. Die Analyse des Neossins ergibt auf aschefreie 
Substanz berechnet: 

C 54,81 55,05 
H 7,02 7,10 
N 11,64 11,66 
O 26,53 26,19. 


Weitere Angaben sind von Hoppe-Seyler*) gemacht 
worden. Er schreibt: «Ich habe mich tiberzeugt, daB die Sub- 
stanz eines moglichst gereinigten indischen Vogelnestes sich 
gegen Kalkwasser, Essigséure und beim Kochen mit verdiinnter 
Schwefelsiiure wie Mucin verhalt. Beim Kochen mit verdiinnten 
Siuren erhalt man Acidalbumin und einen Kupferoxyd in alka- 
lischer Loésung beim Erwiérmen reduzierenden Korper.» 





‘) Home Sir Everard in Philosoph. Transact., 1817, Part. I, S. 338. 
*) Bull. des scienc. phys. et natur. en Néerland, 1838, S. 172. 
*) Physiologische Chemie, 1881, S. 198. 
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Green’) fand die Nester (von Collocal. nidific.) in kaltem 
und heifiem Wasser unldslich, ebenso in verdiinnter Salzséure 
(5°/o) und verdiinnten Alkalien, beim Kochen lésen sie sich in 
Natronlauge zu brauner Flissigkeit. Sie sind gegen Magensaft fast 
ganz widerstandsfahig, werden aber von Pankreassaft ungefahr 
ebenso gut verdaut wie Fibrin. In Kalk- und Barytwasser lésen 
sie sich langsam. Die Losung wird auf Zusatz von Essigsiure 
opalescent, gibt aber keinen Niederschlag, auch nicht auf Zu- 
satz von Ferrocyankalium; sie wird durch Alkohol flockig gefallt, 
gibt deutliche Xanthoproteinreaktion, aber keine Millonsche 
Reaktion. Bei vierstiindigem Kochen mit 2°/oiger Schwefelséure 
lést sich das Nest zu einer tiefbraunroten Fliissigkeit, welche 
beim vorsichtigen Neutralisieren mit festem Natriumcarbonat 
einen feinen Niederschlag von Acidalbumin ausfallen laBt. Das 
Filtrat reduziert Fehlingsche Lésung. Verdunstet man es zur 
Trockene, l6st den Riickstand in Alkohol, filtriert die alkoholische 
Loésung und verdunstet wieder, so scheiden sich nach einiger 
Zeit «Krystalle von Zucker» aus. 

Kruckenberg?) beobachtete in Ubereinstimmung mit 
Hoppe-Seyler und Green, daf die Nestsubstanz (von Collo- 
cal. spodiopyg., welche er vorher mit Wasser und Alkohol 
langere Zeit ausgekocht und der Einwirkung von Pepsinsalz- 
sdure ausgesetzt hatte) sich innerhalb von 2—3 Tagen in 
gesattigtem Barytwasser léste. Die durch Schwefelsaéure von 
Baryt befreite L6sung wurde durch Alkohol gefallt. Der Nieder- 
schlag loste sich in Wasser in jedem Verhiltnis zu einer 
gummosen, aber nie fadenziehenden oder gelatindsen Fliissig- 
keit auf. Diese Fliissigkeit wurde nicht gefillt durch Essig- 
siure, Essigsiure und Ferrocyankalium, Alaun, Silbernitrat, 
Sublimat, Bleiacetat, Salpetersiure, dagegen vollstiéndig durch 
neutrales Eisenchlorid und basisches Bleiacetat, weniger reich- 
lich durch Salzséure -+- Phosphormolybdansaure und Queck- 
silbernitrat. Sie reduzierte alkalische Kupferldsung beim Kochen. 
Diese Reaktion wird durch geringe Beimengungen des zucker- 
artigen Spaltungsprodukts bedingt, welches in reichlicher Menge 

') Journ. of Physiol., Bd. 6, S. 40 (1885). 

*) Zeitschr. Biol, NF. Bd. 4, S. 261 (1886). 
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erst durch Kochen mit etwas konz. Schwefelséure gewonnen 
wird. Die Substanz dieses Nestes gab eine deutliche Xantho- 
protein- und Millonsche Reaktion, wahrend die Substanz eines 
Nestes von Colloc. nidif. auch eine deutliche Xanthoprotein-, 
aber nur eine sehr schwache Millonsche Reaktion zeigte. 

Aus den kurz referierten Angaben ergibt sich, daB die 
Substanz des Vogelnestes zu den Glukoproteiden gehért. Von 
den bekannten Gliedern dieser Klasse, speziell von den Pro- 
dukten der Speicheldriisen der Séugetiere weicht sie aber in 
vielen Punkten ab. 

Kine weitere Untersuchung erschien wiinschenswert. Ich 
bin deswegen gerne der Aufforderung von Herrn Prof. Thier- 
felder, das Studium der Vogelnester weiter zu fiihren, gefolgt. 
Meine Untersuchungen galten im wesentlichen, um das gleich 
anzufuhren, dem Kohlenhydratkomplex und den basischen Be- 
standteilen, welche bei der Hydrolyse auftreten. 


Untersuchungen tiber den Kohlenhydratkomplex. 


1. Das Material. Aufer den aus Shanghai stammenden 
Nestern standen mir noch einige aus dem botanischen Garten 
in Buitenzorg und einige aus Siau und Mongodow') zur Ver- 
fiigung. Die Nester aus China waren von rein weifer Farbe, 
die aus Siau und Mongodow rostbraun, die aus Buitenzorg hell- 
gelb bis dunkelbraun. In Form und Gr6éfe stimmten sie alle 
iiberein: sie stellten den vierten Teil eines Ellipsoides dar, 
8 cm lang, 4 cm breit und 4 cm hoch. Alle zeigten deut- 
liche Schlierenbildung, Speichelfaden war auf Speichelfaden 
gelegt. Den dunkel gefarbten Nestern haften ziemlich viele 
Gesteinsteilchen an, allen, auch den ganz weiben Nestern 
Federchen, die aber nur mikroskopisch zu erkennen waren. 
Fiir die Untersuchung wurden die Nester zerrieben und auf 
einem Haarsieb geschiittelt; dabei blieben die Federn zum 
grobten Teil zuriick. Beim Zusammenbringen mit Wasser quollen 
die einzelnen Teilchen auf und erschienen nun unter dem Mi- 
kroskop als durchsichtige Plattchen mit aufgelagerten Verun- 


‘) Fiir die Besorgung bezw. unentgeltliche Uberlassung dieser Nesier 
bin ich Herrn Missionar Schoch in Tomahon und Herrn Prof. Konings- 
berger in Buitenzorg zu Dank verpflichtet. 
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reinigungen. Alaunkarmin bewirkte eine gleichmiibige Firbung: 
Kerne waren also nicht vorhanden. 

2. Allgemeines. Um festzustellen, wie viel von der 
Nestsubstanz bei der Behandlung mit Wasser, Alkohol und 
Ather in Lésung geht, habe ich das gepulverte Material je 
dreimal hintereinander mit Wasser und Alkohol und zweimal 
mit Ather geschiittelt. Nach jeder Extraktion wurde zentri- 
fugiert, die tiberstehende Fliissigkeit filtriert, das klare Filtrat 
zur Trockene gebracht, der Riickstand gewogen, darauf ver- 
ascht und der Ascheriickstand ebenfalls gewogen. Das fiir den 
Versuch beniitzte Pulver wog 5,310 g, die Menge des Lésungs- 
mittels betrug jedesmal 80 ccm. Aus den erhaltenen Zahlen, 
welche in der Tabelle zusammengestellt sind, geht hervor, da8 
ungefahr 10°/o vom Wasser gelést worden sind. Die Menge 
der anorganischen Substanz nimmt mit jeder Extraktion ab, 
die Menge der organischen ist annahernd gleich. Das spricht 
dafiir, daB die Nestsubstanz selbst zum Teil in Wasser ldslich 
ist. Zu demselben Ergebnis ist auch schon Mulder gelangt. 
Alle drei Wasserausziige geben die Biuretprobe, reduzieren 
aber Fehlingsche Lésung nicht; der erste Auszug reagiert 
sehr schwach sauer, der zweite und dritte neutral. Ein Teil 
der Asche lést sich mit alkalischer Reaktion in Wasser und 
enthalt Schwefelsiure, Salzséure, Natrium, aber keine Phos- 
phorsaéure, kein Kalium und kein Magnesium. Der in Wasser 
unlésliche Teil der Asche lést sich unter Aufbrausen in Salz- 
sdure und die salzsaure LOsung enthalt Calcium und Magnesium, 
aber keine Phosphorsaure. In dem dtherischen Auszug laBt sich 
eine geringe Menge organisch gebundenen Phosphors nachweisen. 





Wisseriger Auszug | Alkohol. Auszug | Ather. Auszug 














1 2 | 4 1 | 2/3] 1 | 2 
Trockenriickstand | 0,2362 0,1992| 0,1334] 0,0608 0,0084 0,0] 0,0079| 0,0 
Organisch. . . . | 0,0952 0,1500, 0,1083] 0,0597 0,0077 0.0] 0,0068 0,0 
Anorganisch . . | 0,1410, 0,0492, 0,0251] 0,0011; 0,0007 0,0] 0,0011, 0,0 


Um die Substanz mdglichst von anorganischen und 
organischen Beimengungen zu befreien, wurde sie zuniichst 
mit 0,1°/oiger Salzsiéiure und dann nacheinander je zweimal 
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mit Wasser, Alkohol und Ather extrahiert. Eine weitere 
Reinigung mufte aus Mangel an einem geeigneten Lésungs- 
mittel unterbleiben. Das Lésen in Kalk- oder Barytwasser, wie 
es von Green und Kruckenberg vorgenommen worden ist, 
bewirkte schon eine Zersetzung der Substanz; auf keinen Fall war 
fiir die Reinigung von dieser Behandlung etwas zu erwarten, da 
die Substanz durch Sauren nicht wieder aus der Lésung gefallt 
wird. Ubrigens listen sich von meinen Nestern die aus China und 
Buitenzorg auch nach sechswochigem Stehen in gesittigtem Baryt- 
wasser gar nicht und die aus Siau und Mongodow nur teilweise. 

Die gereinigte Nestsubstanz enthielt (entgegen den An- 
gaben von Mulder) Schwefel und zwar 1,1°/o; sie gibt die 
Biuret-, Tryptophan-, Schwefelbleiprobe, ebenso die von Millon 
und Molisch, letztere beiden fallen stark positiv aus. 

3. Kohlenhydratkomplex. Die Kupferoxyd in alka- 
lischer L6sung reduzierende Substanz, welche nach dem Kochen 
mit Séuren auftritt, war von Green nach einem einfachen 
Verfahren krystallisiert erhalten und als «Zucker» angesprochen 
worden. Was fiir ein Zucker vorlag, gibt er aber nicht an, 
ja es fehlt sogar jeder Beweis fiir die Kohlenhydratnatur der 
Krystalle. Die nihere Untersuchung dieser Krystalle sollte 
meine niichste Aufgabe sein. Trotz genauer Einhaltung des 
von Green beniitzten Verfahrens gelang es mir aber nicht, 
die Krystalle zu erhalten. Der Eindampfungsrtickstand des vom 
Neutralisationspriizipitat abfiltrierten Hydrolysats loste sich nur 
zum kleinsten Teil in Alkohol und aus diesem schied sich auch 
nach nochmaliger Aufnahme des Riickstands in Alkohol nichts 
Krystallinisches aus. Green hat offenbar anorganische Aus- 
scheidungen fiir Zucker gehalten. 

Da die nach Green hydrolysierte Flissigkeit nicht sehr 
stark reduzierte und da ferner gar kein Reduktionsvermégen 
festzustellen war, als die Spaltung nach dem von Friedrich 
Miiller'!) bei Mucin eingehaltenen Verfahren (dreistiindiges 
Kochen mit 2,5°/oiger Salzséure) erfolgte, so beschlof ich, zu- 
nichst die Bedingungen festzustellen, welche fiir die Bildung 
der reduzierenden Substanz die giinstigsten sind. 


4) Zeitschr. Biol., Bd. 42, S. 487 (1901). 
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a) Spaltung unter Beniitzung von Schwefelsaure. 
Die abgewogene Substanz wurde mit abgemessener Menge Siure 
bestimmter Konzentration am RiickfluBkiihler verschieden lange 
erhitzt, entweder auf dem Sandbad gekocht oder im Wasser- 
bad unter bestéindigem Umriihren (mittels eines durch den 
RickfluBkiihler hindurchgehenden Riihrers) erwiirmt. Nach dem 
Erkalten wurde filtriert. 20 ccm des Filtrats dienten fiir die 
Bestimmung des Reduktionsvermégens (welches auf Trauben- 
zucker berechnet wurde) nach Bertrand.!) Die Bestimmungen 
lieBen sich ohne jede Schwierigkeit ausfiihren, ebenso glatt 


wie in einer reinen Zuckerlésung. 

Daf die Anwesenheit von Eiweifspaltungsprodukten die Genauig- 
keit der Methode nicht beeintrachtigt, habe ich durch besondere Versuche 
festgestellt. Es wurde eine etwa 0,2°/oige Glukosaminlisung, welche 4°/o 
Schwefelsaure enthielt, in vier gleiche Teile geteilt und in dem ersten 
das Reduktionsvermégen nach Bertrand direkt bestimmt, in dem zweiten 
nach Neutralisation mit Natronlauge, in dem dritten nach einstiindigem 
Kochen am Riickflufkiihler und in dem vierten, nachdem nach Zusatz 
von etwa 3°o Serumeiweifi drei Stunden am Riickflufkihler gekocht 
worden war. Fiir jede Bestimmung dienten 20 ccm; die verbrauchten 
Kubikzentimeter Kaliumpermanganatlésung waren 3,8, 3,8, 3,9 und 3,85. 
Ich erwihne diese Versuche besonders mit Riicksicht auf eine Arbeit 
von Bernardi,*) welcher feststellte, daf§ die Bestimmung von Zucker 
mit Fehlingscher Lésung (Wagung des gebildeten Kupferoxyduls) bei 
Gegenwart von Pepton zu hohe Werte ergab. 

Zunachst wurde je 1 g Substanz mit 100 ccm verdiinnter 
Schwefelsfiure (1,6—8°/oig) vier Stunden lang gekocht. Fol- 


gendes sind die Resultate: 
EC 








‘iii | Zur Reduzierende Sub- 
der H,SO, | Bestimmung | KMn0,°) Cu — _— raubon- 
‘beniitzte Menge zucker bezogen | 

in °/o | in ccm in ccm in mg in mg | in % 

1,6 | 20 125 | 11,6 0 | oO 

2 | 20 2,80 26,2 12,96 | 6,48 

3,3 | 20 5,30 | 49,6 25,0 | 12,50 

4 / 20 638 | 601 | 306 | 15,30 

6 | 20 5,35 | 50,2 253 | 12,65 

8 | 20 525 || (499 248 12.40 











1) Bull. de la soc. chim. de Paris, (3) Bd. 35, S. 1285 (1906). 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. 41, S. 160 (1912). 
5) Titer 23,9. 
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Das Maximum ist also mit 4°/oiger Schwefelsiure er- 
reicht worden. 

Eine grofe Anzahl weiterer Versuche, bei denen stets 
+°/oige Schwefelsdure verwendet wurde, bei denen aber die 
Dauer des Erhitzens und die Temperatur wechselten, fiihrten 
zu Resultaten, welche sich nur durch die Annahme erklaren 
lieBen, dai bei der Hydrolyse zwei reduzierende Substanzen 
auftreten, von denen die eine schon bei Wasserbadtemperatur 
auftritt und beim Kochen eine Zersetzung erfiihrt, die andere 
erst beim Kochen erscheint und bei dieser Temperatur wider- 
standsfihiger ist. Nachdem diese Erkenntnis gewonnen worden 
war, habe ich noch folgende beiden Versuchsreihen angestellt. 

a) Es wurden je 0,5000 g mit 50 ccm 4°/oiger Schwefel- 
siure im kochenden Wasserbad am Riickflubkiihler unter Um- 
riihren erwarmt. Die Zeit des Erhitzens war in den einzelnen 
Versuchen verschieden. Von der abgesaugten Fliissigkeit ver- 
wendete ich 20 ccm fiir die Bestimmung. 


—————————————_—_——_—_—L——_—————— 
Dauer | KMn0, ') | Cu Reduzierende Substanz auf 


des Erhitzens, | Traubenzucker bezogen 
in Minuten | in cem | in mg in mg in %o 
a) 5 | 24 | 23,66 116 58 
b) | 10 35 | 34,51 17.2 | 86 
c) 15 | 4,05 | 39,93 199 | 998 
d) 20 40 | 39,43 19,7 9,85 











Es wurden jetzt einerseits der abgesaugte Rtickstand 
von c mit 50 ecm 4°/oiger H,SO, nochmals 15 Minuten im 
kochenden Wasserbad erhitzt (c), anderseits das Filtrat von c 
11/2 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht (c>) und von beiden 
Filtraten je 20 ccm der Reduktionsbestimmung unterworfen 
mit dem Resultat, daB c# kein Reduktionsvermogen zeigte, 
wahrend in c> die reduzierende Substanz auf 4,7°/o gesunken 
war (1,95 cem KMnO,, 19,23 mg Cu, 9,4 mg red. Subst. auf 
Traubenzucker bezogen). 

8) Je 0,5000 g Substanz wurden mit 50 cem 4°/oiger 
Schwefelsiure 15 Minuten in kochendem Wasserbad unter 


') Titer 22.7. 
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Umriihren erhitzt, abgesaugt und mit neuen 50 ccm 4°/oiger 
Schwefelsdure verschieden lange am Riickflubkiihler gekocht. 
Von dem Filtrat dienten je 20 ccm zur Bestimmung der re- 
duzierenden Substanz. 

















| Kochdauer | KMn0,") | Cu [Redusiorends Substanz au 
| in Minuten in ccm | in mg in mg in %o 

a) | 10 | Spuren | : | -- 

b) | 20 17 | 16,76 16,4 8,2 

c) | 30 41 | 40,43 2(),2 10.1 

ad) | 4 41 40,43 20),2 10,1 


Es werden jetzt einerseits der abgesaugte Riickstand 
von ec mit 50 cem 4°/oiger Schwefelséure nochmals !/2 Stunde 
gekocht (c#), anderseits das Filtrat von d nochmals 1!,2 Stunden 
gekocht (d@) und von beiden Filtraten je 20 ccm der Be- 
stimmung unterworfen mit dem Resultat, dai c* kein Re- 
duktionsvermogen zeigte, wihrend in d® keine Abnahme 
stattgefunden hatte (4,15 cem KMnO,, 40,91 mg Cu, 20,4 mg 
red. Subst. auf Traubenzucker berechnet, also 10,2 °/o). 

Aus den Versuchen obiger Tabellen und aus vielen andern 
nicht verOffentlichten geht hervor, dafi jede der beiden Sub- 
stanzen zu etwa 10°/o (auf Traubenzucker bezogen) abgespalten 
wird, daf die Abspaltung der ersteren (red. Subst. I) nach 
15 Minuten langem Erhitzen im siedenden Wasserbad beendet 
ist, daf die Abspaltung der zweiten (red. Subst. II) erst bei 
Siedetemperatur erfolgt und nach 30 Minuten vollendet ist. 
Weiter ergibt sich, daf die reduzierende Substanz! beim Kochen 
eine Zersetzung erfihrt, die reduzierende Substanz II nicht. 

b) Spaltung unter Bentitzung von Salzsdure. Wih- 
rend, wie oben erwihnt, nach 3stiindigem Kochen der Nest- 
substanz mit 2,5°/oiger Salzséure kein Reduktionsvermégen be- 
obachtet werden konnte, laBt es sich feststellen, wenn die Hydro- 
lyse kiirzere Zeit erfolgt. Trotz vieler Versuche ist es mir nicht 
mdglich gewesen, die Bedingungen zu ermitteln, unter denen 
die Trennung der beiden reduzierenden Substanzen sich er- 


') Titer 22,7. 
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reichen Jat. Von der groBen Anzahl der Spaltungsversuche, 
die ausgefiihrt sind, lasse ich hier einige folgen. 


Er , Zur | Reduz. Substanz 
| | Bestim- 
Substanz HC! hitzungs-| esum KMn0O, 1) Cu auf Trauben- 





























| mun 2 
| | dauer | peratur | beniitat anener Sewegen 
in g jin ecm) in Min. | | ccm | in cem jin mgfin mg) in %o 
| } | Ie a 
1 | 2.0000 110 | 9 25 ee 20 12,0 |114,0 333,816.69 
2) 20655 | 120 | 35 | » | 10 | 7,10 | 67,5) 415,2'20,1 
3 3,0400 | 200 | 180 > —_— Spuren| — | — | — 
4 | 36000 | 200 | 180 |» “ > — 2 
5 2.0450 | 100 | 15 | 80° | 10 2.82 | 26.9]131,9 6,45 
Riickstand —_ — a] 
aon | | 60 | 80° | 20 3,75 | 35,6] 88,5 4,3 ligg 
 Riickstand Pw Siede- _ | 
a | |, oe ee 3.55 | 33,8] 167.8 8,2 
6) 20000 | 80 | 120 |40-50° 20 | 5,12 | 48,7] 980! 49 
| Riickstand| | 
Rickstand’ gy | 450 ‘40-509 20 | 45 | 42,9] 85,6] 4,28 lo3¢ 
davon | | | 23.6 
‘Riickstand| en | Siede- bi 
davon | °9 | 30 | temp. | 20 | 140  |133,3] 288,8)14,44 








Man sieht, dai das Reduktionsvermégen in einem Fall 
sogar 23,6°/o erreicht hat. So viel ist bei der Hydrolyse mit 
Schwefelsiure nie erhalten worden, allerdings auch in keinem 
anderen der mit Salzsiure angestellten Spaltungsversuche. 

c) Spaltung unter Beniitzung von Essigsaure. Wie 
ich erst vor kurzem fand, wirkt auch Essigsdure spaltend. 5/4 stiin- 
diges Erwarmen auf dem Wasserbad mit 20°/oiger Essigsaure be- 
wirkte ein Reduktionsvermégen, welches fast 10°/o «Trauben- 
zucker» entsprach. Diese Beobachtung soll weiter verfolgt 
werden. 

Trotzdem also mit Salzsiure eine reichlichere Menge 
reduzierender Substanz erhalten wurde als mit Schwefelsaure, 
habe ich doch fiir die weitere Untersuchung der Spaltung mit 
Schwefelsiure den Vorzug gegeben, und dies aus folgenden 
Griinden: 1. bietet sie die Méglichkeit, beide reduzierende Sub- 
stanzen getrennt voneinander zu bekommen und 2. findet beim 





') Titer 23,4. 
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Einengen des salzsauren Hydrolysats auch im Vakuum bei 40° 
eine Zersetzung statt, die sich in einer bald auftretenden Dunkel- 
farbung und Kohlebildung kund gibt und zu einem giinzlichen 
Verschwinden des Reduktionsvermégens fiihrt. Eine vorherige 
Entfernung der Salzsiiure mit Silber verbot sich mit Riicksicht 
auf die reduzierende Substanz, eine Neutralisation wiirde Salze 
in die Fliissigkeit gebracht haben, wahrend Schwefelséure sich 
gut als Baryumsulfat herausschaffen lie. 

4. Versuche zur Charakterisierung der reduzie- 
renden Substanzen. ZurGewinnung groéBerer Mengen der redu- 
zierenden Substanzen verfuhr ich in folgender Weise: Portionen 
von einigen Grammen der Nestsubstanz wurden mit der etwa 
20 fachen Menge 4°/oiger Schwefelsiiure !/4 Stunde im Wasser- 
bad unter Riihren am RiickfluBktihler erhitzt. Dann wurde 
abgesaugt und der Riickstand wieder mit der gleichen Menge 
derselben Schwefelsiure !/2 Stunde auf dem Sandbad am Riick- 
fluBkihler gekocht. Beide Fliissigkeiten (die letztere ohne vor- 
herige Filtration, welche nur langsam vonstatten ging) wurden 
vorsichtig mit Barytmilch bis zur schwachsauren Reaktion ver- 
setzt, von dem Niederschlag abfiltriert und im Vakuum bei 40° 
eingeengt. Dabei wurde die Reaktion durch Zusatz von etwas 
Barytmilch schwach sauer erhalten, zuletzt durch Zuftigung 
von etwas Baryumchlorid oder Baryumacetat, die schwach 
schwefelsaure durch eine schwach salzsaure oder essigsaure 
Reaktion ersetzt und das gebildete Baryumsulfat durch Fil- 
tration entfernt. Nach v6lligem Trocknen im Vakuum stellte 
der Riickstand eine spride, gelblich briunliche Masse dar. 
Trotz Vermeidung einer hOheren Temperatur und trotzdem die 
groBte Sorgfalt auf Krhaltung einer schwach sauren Reaktion 
verwendet wurde, gelang es nicht, eine Abnahme des Reduk- 
tionsverm6gens zu verhindern. Die reduzierende Substanz | 
erwies sich als viel empfindlicher als die Substanz Il; wihrend 
das Reduktionsvermdgen bei dieser nur bis etwa auf die Hilfte 
sank, nahm es bei jener bis auf '/s oder '/10 ab. 

Beide Riickstiinde gaben die Trommersche, Nylander- 
sche und Indigoprobe, Furfurolreaktion (Rotfairbung von Anilin- 
acetatpapier beim Erhitzen mit Salzséure) und starke Molisch- 
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reaktion. Der Riickstand der reduzierendenSubstanz II entwickelte 
beim Erwiérmen einen deutlichen Karamelgeruch, welcher bei 
der reduzierenden Substanz I nicht mit Sicherheit festgestellt 
werdenkonnte. Auffallend war, daf bei Anstellung der Trommer- 
schen Probe mit der reduzierenden Substanz I die Abscheidung 
von Kupferoxydul sehr langsam erfolgte. Vor dem Einengen 
hatte die Fliissigkeit dieses Verhalten nicht gezeigt; die redu- 
zierende Substanz II reduzierte auch nach dem Einengen in 
der gewohnlichen schnellen Weise. Gérungsversuche, welche 
wiederholt mit Lésungen, welche 1 bis 2°/o reduzierender 
Substanz enthielten und deren Reaktion schwach weinsauer 
war, angestellt wurden, verliefen ganz negativ. Mit Phenyl- 
hydrazin gelang es nicht, krystallisierte Verbindungen zu iso- 
lieren, wenn auch das Auftreten von Krystallen beobachtet 
wurde. Die Biuretreaktion fiel bei der reduzierenden Substanz II 
positiv aus, bei der reduzierenden Substanz I negativ, manchmal 
schwach positiv. 

Was die zweite reduzierende Substanz betrifft, so lag 
es nahe, an Glukosamin zu denken, schon deswegen, weil dieses 
Kohlenhydrat auch bei der Spaltung eines Produkts der Speichel- 
driisen der Saéugetiere, des Mucins, erhalten worden ist. Die 
beobachtete Abnahme ihrer reduzierenden Kraft beim Einengen 
der Lésungen spricht nicht dagegen, denn dasselbe findet beim 
Einengen des Mucinhydrolysats statt. 

Fiir die Gewinnung des Glukosamins aus Ovomukoid und 
anderen Glykoproteiden (Mucinen) hat nun kiirzlich Oswald?) 
ein Verfahren angegeben, das sich durch seine Einfachheit 
auszeichnet. Es gelang ihm, ohne weiteres salzsaures Gluko- 
samin in reichlicher Ausbeute und schon krystallisiert zu er- 
halten, als er das Dialysat des salzsauren Hydrolysats dieser 
Substanzen oder auch das Hydrolysat selbst zum Sirup auf 
dem Wasserbad einengte und abkiihlen lieB. 

Khe ich diese Methode auf die reduzierenden Substanzen 
des Vogelnestes anwendete, habe ich sie am Ovomukoid ge- 
priift. Diese Versuche méchte ich zunichst mitteilen und zu- 
gleich einige Beobachtungen, die ich bei dieser Gelegenheit 


') Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 173. 
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iiber die Menge reduzierender Substanz, welche bei der Hydrolyse 
des Ovomukoids auftrat, gemacht habe. 

Es kamen drei Ovomukoidpraparate zur Verwendung, 
von denen ich zwei nach dem Verfahren von Mérner’) dar- 
stellte, indem ich nach Essigsiurezusatz gekochte, filtrierte 
und mabig konzentrierte Hiihnereiweiblésung mit Alkohol fiillte 
und eines nach Neumeister,?) indem die Fiillung statt durch 
Alkohol mit Ammonsulfat bewirkt wurde. Die wisserige Lisung 
des ausgepreBten Niederschlags wurde dialysiert und dann mit 
Alkohol gefallt. Nach dem ersten Verfahren erhielt ich aus 
je 10 Eiern 2,8 und 2,6 g. Bei der Spaltung (zweistiindiges Er- 
hitzen auf dem Wasserbad mit 3,3°/oiger Salzsiure am Riick- 
fluBkthler*)) gaben diese drei Priaparate verschiedene Mengen 
reduzierender Substanz (auf Traubenzucker berechnet 33,7 °/o, 
12,36°/o und 15,2°/o.4)) Wovon diese wechselnde Zusammen- 
setzung des Ovomukoids abhiingt, vermag ich nicht zu sagen, jeden- 
falls nicht von dem Alter der Eier, denn Priiparat I und II waren 
aus ganz frischen Eiern hergestellt (Priiparat I aus frischen Frih- 
lingseiern, Priéparat III aus frischen Wintereiern), Praparat II aus 
alteren sogenannten Kisteneiern. Von Praparat [Il wurde noch 
eine Stickstoffbestimmung ausgefihrt, sie ergab 12,36°/o; das ist 
ein Wert, der auch von Morner fiir Ovomukoid gefunden wurde. 

Ubrigens weichen die in der Literatur schon vorliegenden 
Angaben tiber den Gehalt des Ovomukoids an reduzierender 
Substanz ziemlich von einander ab, wenn auch so _niedrige 
Werte wie die von Priiparat II und III sich nicht finden. Wahrend 
Seemann®) ungefiéhr 35°/o fand, erhielt Willanen®) 19,5 bis 
22,3°/o, Pavy’) 18,6—26,5°/o. 

') Diese Zeitschrift, Bd. 18, S. 525 (1894). 

?) Zeitschr. f. Biol., N. F., Bd. 9, S. 369 (1890). 

5) Einstiindiges Erhitzen, wie es Oswald angibt, geniigt nach 
meinen Feststellungen fiir die vdéllige Abspaltung nicht. Nach zwei- 


stindigem Erhitzen wurde eine ganz klare Lésung erhalten, die nicht 
filtriert zu werden brauchte. Oswald mufte zunichst einen dunkeln 
Schlamm durch Filtration entfernen. 

*) Dieselbe Menge, 15,5°/o, erhielt ich aus diesem Priparat bei ein- 
stiindigem Kochen. 

5) Dissertation Marburg 1898. 

6) Biochem. Zeitschr., Bd. 1, S. 108 (1906). 

*) Zitiert nach Willanen. 
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Alle 3 Praéparate wurden nun gespalten und die Lésungen 
dialysiert, bis das Reduktionsvermégen verschwunden war. 
Aus dem eingeengten Dialysat krystallisierte ohne weiteres, 
ganz den Angaben Oswalds entsprechend, salzsaures Glukos- 
amin in den charakteristischen Formen. 

Wihrend also das Verfahren von Oswald bei dem Ovo- 
mukoid sehr gute Resultate lieferte, fiihrte es bei der Vogel- 
nestsubstanz nicht zum Ziele. Die Spaltung und die getrennte 
Gewinnung der beiden reduzierenden Substanzen geschah in 
der tiblichen Weise. Die LOsungen wurden durch Barytmilch 
von der Schwefelséure fast vollig befreit, der Rest wurde 
durch Baryumchlorid entfernt und auf diese Weise eine schwach 
salzsaure Losung hergestellt. Nun wurde dialysiert unter mehr- 
facher Erneuerung des Aufenwassers und das Dialysat im 
Vakuum bei 40° eingeengt. Es schieden sich keine Krystalle 
aus, obgleich bis zu 10 g Nestsubstanz zur Verwendung kamen. 

Ubrigens gelang es mir auch nicht, aus Submaxillarmucin 
bei genauer Befolgung der Oswaldschen Angaben Glukosamin 
zu erhalten, obgleich Oswald mitteilt, daf ihm die Gewinnung 
nach seinem Verfahren auch aus anderen Mucinen gegliickt 
sei. Ein nach Hammarsten!’) dargestelltes Submaxillarmucin 
wurde nach einstiindigem Kochen mit 3,3°/oiger Salzsdure (es 
wurden dabei ca. 20°/o reduzierender Substanz abgespalten, 
nach liingerem Kochen nicht mehr) hydrolysiert und die Fliissig- 
keit dialysiert. Das im Vakuum bei 40° eingedampfte Dialysat 
fairbte sich dunkel, schied Kohle ab und verlor das Reduktions- 
verm6gen. Eine Krystallbildung erfolgte nicht. 

Erwihnen mochte ich noch, da ich auch das Phenyliso- 
eyanatverfahren von Steudel?) und das Verfahren mit Ben- 
zoylchlorid und Natronlauge, mit Hilfe dessen Fr. Miiller die 
Gewinnung von Glukosamin aus Mucin gelang, auf die Nest- 
substanz angewendet habe, aber ohne Erfolg. 

5. Polarisationsversuche. Die Fltissigkeiten, welche 
die reduzierenden Substanzen enthielten, waren stets mehr 

') Diese Zeitsehrift, Bd. 12, S. 163 (1888). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 34, S. 353. 
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oder weniger dunkel gefirbt und fiir die Untersuchung des 
optischen Verhaltens nicht geeignet. Um sie polarisationsfahig 
zu machen und gleichzeitig die EKiweifspaltungsprodukte we- 
nigstens zum Teil zu entfernen, habe ich mich mit Vorteil 
des kiirzlich von Neuberg') empfohlenen Mercuriacetats be- 
dient. Nach Zusatz des halben Volumens der 50°/oigen L6sung 
dieses Reagens zu der stark eingeengten Flissigkeit wurde 
filtriert, das wasserhelle oder gelblich gefarbte Filtrat durch 
Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit und nach Ent- 
fernung des Schwefelwasserstoffs polarisiert. Von der gleich- 
zeitigen Verwendung der Phosphorwolframsiiure, durch die 
nach Neubergs Feststellung der Rest der Produkte der Ei- 
weifbhydrolyse beseitigt wird, nahm ich Abstand, da das 
Filtrat aufer zur Polarisation auch noch zur Bestimmung des 
Trockenriickstands und des Reduktionsvermégens _beniitzt 
werden sollte. 

a) Das Volumen der Losungen der beiden reduzierenden 
Substanzen, welche aus 10g Substanz hergestellt worden waren, 
betrug 200 ccm. Die Losung der reduzierenden Substanz I 
enthielt 0,9966 g reduzierende Substanz, die Lésung der redu- 
zierenden Substanz Il 0,9450 g reduzierende Substanz. 


10 ccm der Lésung I erforderten bei der Bestimmung 7,7 ccm KMnQO,?) 
= 94,24 mg Cu = 49,33 mg Z. 

20 ccm der Lésung II erforderten bei der Bestimmung 13,9 com KMn0Q,?*) 
= 169,1 mg Cu = 94,50 mg Z. 

Nach Einengen der von Schwefelsaure befreiten, schwach 
essigsauren LoOsung im Vakuum, Fallung mit Quecksilberacetat 
und Entfernung des Quecksilbers betrug das Volumen der beiden 
Lésungen 25 ccm. Lésung I enthielt noch 0,2405 g reduzierende 
Substanz, Lésung II 0,4710 g reduzierende Substanz. 

5 ccm der Loésung | erforderten bei der Bestimmung 7,5 ccm KMn0,!?) 
= 92,00 mg Cu = 48,1 mg Z. 

5 ccm der Lésung II erforderten bei der Bestimmung 13,85 ccm KMn0O,?) 
= 168,6 mg Cu = 94,2 mg Z. 

Bei der gleichzeitig vorgenommenen Polarisation im 
2 dm-Rohr drehte Lisung | um 0,67° nach links, Lésung II 


1) Neuberg und Ishida, Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 142 (1911). 
*) Titer 18,3. 
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um 2,02° nach rechts. Daraus berechnet sich fiir Lésung | 
[alp = — 34,9°, fiir Lésung II [a]p = + 53,1°. 

Die 25 ccm der Lésung I enthielten 0,4235 g feste Sub- 
stanz (davon 0,4170 g organisch und 0,0065 g anorganisch) 
und 17,85 mg Stickstoff. 

Die 25 ccm der Lésung II enthielten 1,0150 g feste Sub- 
stanz (davon 1,0035 g organisch und 0,0115 g anorganisch) 
und 44,45 mg Stickstoff. 

5 cem der Lésung I hinterliefhen 0,0847 g Trockenriickstand 

und 0,0013 g Asche. 
10 ccm erforderten bei der Bestimmung nach Kjeldahl 5,1 ccm 4/10-H,SO, 
= 7,14 mg N. 
5 cem der Lésung II hinterliefhen 0,2030 g Trockenriickstand 
und 0,0023 g Asche. 


10 ccm erforderten bei der Kjeldahl-Bestimmung 12,7 ccm ®/10-H,SO, 
== 17,78 mg N. 

Losung I zeigte keine Biuretreaktion, sie wurde beim 
Stehen mehr und mehr dunkel und verlor bis zum niachsten 
Tag das Reduktionsvermogen. 

Losung II zeigte Biuretreaktion, behielt ihre helle Farbe 
und ihr Reduktionsvermégen. 

b) Das Volumen der Lésungen aus 10 g Substanz be- 
trug 200 ccm. 

Losung I enthielt 1,015 g reduzierde Substanz, Losung II 
0,958 g. 

10 ccm der Lésung | erforderten bei der Bestimmung 7,9 ccm KMnQ,') 
= 96,72 mg Cu = 50,75 mg Z. 

20 ccm der Lésung II erforderten bei der Bestimmung 14,0 ccm KMn0O,') 
= 170,5 mg Cu = 95,85 mg Z. 


Nach Einengen der von der Schwefelséure befreiten 
schwach essigsauren Loésung im Vakuum, Fillung mit Queck- 
silberacetat und Entfernung des Quecksilbers betrug das Volumen 
der Loésungen 25 cem. 

Lésung I enthielt noch 0,2388 g reduzierende Substanz, 
LoOsung II 0,5250 g. 


') Titer 18,3. 
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5 ccm der Lésung I erforderten bei der Bestimmung 7,45 ccm KMn0O, *) 
= 91,38 mg Cu = 47,75 mg Z. 
ccm der Lésung II erforderten bei der Bestimmung 15,0 com KMn0O,'‘) 
= 186.0 mg Cu = 105,2 mg Z. 
Bei der gleichzeitig vorgenommenen Polarisation im 
2 dm-Rohr drehte Losung I um 0,645° nach links, Lésung II 
um 2,24° nach rechts. Daraus berechnet sich fiir Lésung | 
[aJp = — 33,8°, fir Losung II [a]p = + 53,2°. 

Die 25 ccm der Loésung | enthielten 0,4065 g feste Sub- 
stanz (davon 0,3960 g organisch und 0,0105 g anorganisch) 
und 19,4 mg N. 

Die 25 ccm der Lésung II enthielten 1,1635 g feste Sub- 
stanz (davon 1,1500 g organisch und 0,0135 g anorganisch) 
und 44,98 mg N. 

5 ccm der Lésung | hinterliefen 0,0813 g Trockenriickstand 

und 0,0021 g Asche. 
10 ccm erforderten bei der Kjeldahl-Bestimmung 5,4 ccm /10-H,SO, 
= 7,56 mg N. 
5 ccm der Lésung Il hinterlieBen 0,2327 g Trockenriickstand 
und 0,0027 g Asche. 
10 ecm erforderten bei der Kjeldahl-Bestimmung 12,85 cem ®/10-H,SO, 
= 17,99 mg N. 

Léosung| gab keine Biuretreaktion, wurde beim Stehen dunkler 
und verlor das Reduktionsvermégen, wihrend Lésung II Biuret- 
reaktion zeigte und helle Farbe und Reduktionsvermégen bewahrte. 

Bei weiteren Polarisationsversuchen ging ich ebenfalls 
von Losungen aus, welche vor dem Einengen je 1 g redu- 
zierende Substanz (auf Traubenzucker berechnet) enthielten. 
Das Einengen, die Behandlung mit Quecksilberacetat und 
Schwefelwasserstoff war dieselbe, nur waren die Lisungen 
nicht essigsauer, sondern ganz schwach salzsauer. 

Es wurde folgendes festgestellt: 

c) Reduzierende Substanz I. Volumen der Lésung 17 ccm; 
Lange des Rohrs 2 dm; abgelesene Drehung + 0°. 

Reduzierende Substanz 0,106 g, organischer Trockenriick- 
stand 0,4553. 

Reduzierende Substanz II. Volumen der Lésung 17 ccm; 
Lange des Rohrs 2 dm; abgelesene Drehung -++- 4,04°. 


on 





') Titer 18,3. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXVI 8 
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Reduzierende Substanz 0,5456 g, organischer Trocken- 
riickstand 1,0563, [a], = + 63°. 

d) Reduzierende Substanz I. Volumen der Lésung 17 cem: 
Lange des Rohrs 2 dm; abgelesene Drehung + 0°. 

Reduzierende Substanz 0,2815 g, organischer Trocken- 
riickstand 0,7656 g. 

Reduzierende Substanz II. Volumen der Lésung 17 ccm; 
Linge des Rohrs 2 dm; abgelesene Drehung +- 3,60°. 

Reduzierende Substanz 0,4955 g, organischer Trocken- 
riickstand 1,1781 g, [a], = + 62°. 

Auch hier zeigten die LOsungen der reduzierenden Sub- 
stanz | im Gegensatz zu denen der reduzierenden Substanz II 
eine allméhliche Dunkelfarbung und Abnahme des Reduktions- 
vermogens. Biuretreaktion wurde in allen LOsungen beobachtet, 
wenn auch in den Lésungen der reduzierenden Substanz I nur 
ganz schwach. 

Diese Versuche bestiétigen wieder, dafi die reduzierende 
Substanz 1 sehr viel zersetzlicher ist als die Substanz II. Sie 
weisen aber noch weitere Unterschiede auf. Die Substanz II 
wurde stets rechtsdrehend gefunden, die Substanz I zweimal 
linksdrehend und zweimal optisch inaktiv. Eine Erklarung fiir 
dieses verschiedene Verhalten der Substanz I vermag ich nicht 
zu geben. Auf die Anwesenheit von Eiweifstoffen diirfte die 
Linksdrehung nicht zuriickzufiihren sein. Denn gerade die L6- 
sungen, welche links drehten, gaben die Biuretreaktion nicht. 
DaB linksdrehende Eiweifspaltprodukte vorhanden waren, ist 
bei der kurzen Dauer der Einwirkung der Schwefelsiure nicht 
anzunehmen; auch hatten sie dann in allen Versuchen auftrelen 
und sich bemerkbar machen miissen. 

Die Experimente haben leider nicht zu einer Aufklarung 
der Natur der beiden reduzierenden Substanzen gefiihrt. Uber 
die reduzierende Substanz I kann gar keine Vermutung aus- 
gesprochen werden; vielleicht liegt hier gar kein Kohlenhydrat 
vor. Uber die Kohlenhydratnatur der Substanz II kann wohl 
kein Zweifel bestehen. Glukosamin, an das zunichst gedacht 
werden mute, liegt offenbar nicht vor. Zwar léBt sich das 
Verhiltnis zwischen den in den einzelnen Polarisationsversuchen 
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festgestellten Mengen organischer Substanz und dem urspriing- 
lichen Reduktionsvermogen der Lésungen mit der Annahme, 
dal es sich um Glukosamin handelt, vereinigen. Auch die ge- 
fundene spezifische Drehung, welche niedriger ist als bei Glukos- 
amin, wiirde nicht dagegen sprechen, da etwa anwesende 
linksdrehende Eiweifspaltprodukte die Rechtsdrehung zu gering 
erscheinen lassen konnen. Was aber gegen Glukosamin spricht, 
ist der Stickstoffgehalt der Loésungen, welcher zu 40—50 mg 
gefunden wurde. Ein Gramm Glukosamin (und so viel mub 
dem Reduktionsvermogen nach urspriinglich vorhanden gewesen 
sein) enthalt aber fast 80 mg, und ein Verlust an Stickstoff 
wahrend des Einengens der Loésungen kann ausgeschlossen 
werden, da stets saure Reaktion herrschte. 


Hexonbasenbestimmung. 


Sie geschah nach dem Verfahren von Kossel und Kutscher 
unter Beriicksichtigung einiger von Kossel und Steudel ein- 
gefiihrter Verbesserungen. Eine genaue Beschreibung ist von 
Weiss!) gegeben. Indem ich wegen der Ausfiihrung auf diese 
verweise, gebe ich hier nur die analytischen Weite und in den 
Tabellen eine Ubersicht iiber die Resultate. 

23,4346 g vakuumtrockene Substanz wurden mit einer 
Mischung, welche aus der dreifachen Gewichtsmenge von Schwe- 
felsiure und der sechsfachen Menge Wasser bestand, 14 Stunden 
lang am RiickfluBkiihler auf dem Sandbad gekocht. 

1. Der beim Filtrieren zurtickbleibende ungeléste Teil 
enthalt 0,1456 g N (104,23 ecm ®/10-NH,), das Filtrat (1000 ccm) 
enthalt 2,0580 g N 

10 ccm 14,7 ccm "/10-NH, 
10 14,7 > , 

Der Gesamtstickstoff, welcher in den Versuch eingefiihrt 
wird, betrigt also 2,2036 g N. 

2. Nach Entfernung der Schwefelséure mit Baryt enthalt 
das Filtrat (1000 cem) 1,9663 g N. 


10 cn = 14,1 cem n/1o-NH, 
a 10 » = 13,99 » : 


') Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 107. 


! 


* 
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Der Huminstickstoff I betragt also 0,0917 g N. 

3. Die Ammoniakbestimmung ergibt 0,0258 g Ammoniak- 
stickstoff (18,4 ccm ®/10-NH,). 

4. Nach Entfernung des Baryums durch Schwefelsiure 
enthalt das Filtrat (1000 cm) 1,9110 g N. 


13,5 ccm /10-NH, 
13,8 >» ’ 


10 ccm 
10 » 


I ll 


Der Huminstickstoff I] betragt also 0,0295 g. 
5. Der durch Silber und Baryt fallbare Stickstoff 


(1000 ccm) betragt 0,3570 g. 


10 ccm = 2,6 ccm 2/10-NH, 
10 » = 2,5 » > 


6. Der Histidinstickstoff (200 ccm) betragt 0,0857 g. 


5 ccm = 1,56 ccm 2/10-NH, 
5 » = 1,50 » . 


Das aus der Lésung gewonnene Histidinpikrolonat wiegt 
0,8216 g, wahrend die aus dem Stickstoffgehalt berechnete 
Menge 0.8550 g betriigt. Das Pikrolonat krystallisiert in gelben 
Nadeln. Die Histidinreaktionen fallen positiv aus. 

7. Der Argininstickstoff (200 ccm) betragt 0,0946 g. 


5 com = 1,69 ccm ®/10-NH, 
5 » =-1,69 » » 


Das aus der Loésung gewonnene Argininpikrolonat wiegt 
0,6215 g, wiihrend die aus dem gefundenen Stickstoff be- 
rechnete Menge 0,7049 g betrigt. Das Pikrolonat krystallisiert 
in gelben Nadeln, welche bei 224° schmelzen. 

8. Durch Silber und Baryt mitgefallter Stickstoff, welcher nicht 
dem Histidin und Arginin angehort: 0,1767, (0,3570 — (0,0857 
+- 0,0946)). 

9. Der durch Silber und Baryt nicht fallbare Stickstoff 
(1000 ccm) betriigt 1,2163 g. 


10 cem = 8,66 cem ®/10-NH, 
10 + == 8,7 > » 











diapers: 
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10. Der bei der Entfernung von Baryt und Silber aus 5. und 
9. in Verlust gegangene Stickstoff: 0,3377 g (1,9110 — (0,3570 
+ 1,2163)). 
11. Der durch Phosphorwolframsdaure nicht fallbare Stick- 
stoff (500 ccm) 1,0395 g. 
10 ccm = 14,9 ccm ®/10-NH, 


10 >» = 148 > > 
12. Der Lysinstickstoff (200 cem) betragt 0,0532 g. 


10 com = 1,9 ccm 2/10-NH, 
10 » =i » > 


Das aus der LOsung gewonnene Lysinpikrat wiegt 0,5841 g, 
wihrend die aus dem gefundenen Stickstoff berechnete Menge 


0,6935 g betrigt. 
13. Durch Phosphorwolframséure mitgefallter Stickstoff, 


welcher nicht Lysinstickstoff ist: 0,1236 g (1,2163 — (1,0395 
+. 0,0532.)) 




















Stickstoff Prozent 
des Gesamt- 
in g stickstoffs 
Geosamtatioketom. 2. sweet ee weet 2,2036| 100,0 
A. Basenstickstof. ........4. 0,2593) 11,76 
a) in Ammoniak (3). ........ | 0,0258 1,17 
b) in Histidin (6). ......... | 00857 5,88 
¢) im Avaimmin (7) . . . ce « an 0,0946 4,29 
eS ee er 058 2,42 
B. Stickstoff in unbekannter Form .. . 1,9443, 88,23 
a) unléslich abgeschieden (1) | 0,466 6,61 
b) Huminstickstoff I und II (2, 4) | 0,1212 5,50 
c) im Silberbarytniederschlag neben | 
Histidin und Arginin (8)... . | 0,1767 8,02 
d) im BaSO,- und Ag,S-Niederschlag ge- 
Bltepen (OB) 2. st sw eevee 0,3377 15,33 
e) im Filtrat der Phosphorwolfram- 
Gene (32)... wwe wee ees 1,0395 47,16 
f) in der Phosphorwolframfallung neben 
a a Sa 0,1236 5,61 
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Berechnet aus N . | 0,8550 | 0.7049 0,6935 
Gewogen..... | 0.8216 0,6215 0,5841 


100 g Nestsubstanz enthalten also: 
———————————— EEE 











Aus N berechnet (Durch Wagung gefunden 
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ME Se ee we 1,35 1,30 
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Methode zur quantitativen Bestimmung des Ammoniaks 
und Trimethylamins. 
Von 
Koloman Budai (Bauer), kénigl. ungar. Staatschemiker. 


(Aus der kénigl. ungar. Chemischen Reichsanstalt und Zentral-Versuchsstation 
in Budapest, Prof. Dr. Th. Kosutany.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Mai 1913.) 


Wenn auf Ammoniak oder ein Salz desselben bei gew6éhn- 
licher Temperatur Formalin einwirkt, so vollziehen sich in 
dem System bis zum Eintritt des chemischen Gleichgewichts 
dreierlei Reaktionen, und zwar entstehen: 

1. Trimethylentriamin (CH,),N,H,, 

2. Pentamethylentetramin (CH,);N,(NH,), und 

3. Hexamethylentetramin (CH,),N,. 

Unter Einhaltung gewisser Umstinde geht diese Umge- 
staltung glatt und in quantitativem Sinn vor sich. Bei héherer 
Temperatur aber bildet sich Trimethylentriamin, welches mit 
dem tiberschiissigen Formalin in salzsaures Methylamin tibergeht, 
wie aus folgender Gleichung ersichtlich : 

3 (CH,NH - HCl), +- 3 CH,O + 3H,O =3CO,-+-6CH,NH, - HCI.') 

Oder aber, wie Eschweiler?) unliingst nachgewiesen 
hat, die Hydrogene des Ammoniaks werden allmahlich methylisiert. 

Was die Alkylamine anbelangt, so geben dieselben bei 
kaltem Einwirken von Formalin gleich dem Ammoniak gut 
charakterisierbare Verbindungen und bilden unter Verlust der 
Wasserelemente anhydridartige Kondensationsverbindungen. 

Aus Monomethylamin entsteht *) Methylenmethylamin 

CH, - N = CH,, 
aus Dimethylamin‘) Tetramethylmethylendiamin CH,[N(CH,).|9. 





1) Cambier et Brochet, C. r. de l’Acad. des Sciences, Bd. 120, 
S. 557. 

*) Ber. d. d. Chem. Ges., Bd. 38, S. 880 und D.R.P. 80520. 

5) Henri, Bull. Acad. Belge, Bd. 8, S. 200 u. ff. 

*) Delépine, Bull. Soc. Chim. (3), Bd. 15, S. 701. 
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Auf das tertiare Amin, das Trimethylamin, ist Formalin 
vollkommen wirkungslos, es geht mit ihm keine chemische 
Reaktion ein. 

Wenn wir auf die wiasserige Losung, welche das Am- 
moniak und die Chloride der tertiaéren Basis enthalt, Formalin 
einwirken lassen und danach mit Lauge destillieren, so steht 
demgemif zu erwarten, dafi das Ammoniak in der Form von 
Hexamethylentetramin in der Lésung verbleibt, welches durch 
die Lauge keine Veranderung erfahrt!) und auf irgend eine 
Weise — etwa durch Zink reduziert — in der Form von 
Methylamin oder mit iiberschiissigem Formalin in der Form 
von Trimethylamin bestimmt werden kann, wéhrend das tertiare 
Amin einfach in gewogene Saure abdestillierbar sein wird. 

Bei der praktischen Ausfiihrung dieser theoretisch er- 
dachten analytischen Methode und bei der Kontrolle der Zu- 
verlaissigkeit derselben miissen mehrere wichtige Umstande in 
Betracht gezogen werden. In der LOsung muf nach dem Ent- 
stehen des Hexamethylentetramins das tiberschiissige Formalin 
beseitigt oder auf irgend eine Weise dessen chemische Struktur 
geindert werden, damit nicht spater die bereits erwaéhnte 
sekundiare Umsetzung eintrete, da sonst das Ammoniak infolge 
der héheren Methylierung fiir die Bestimmung verloren geht 
und zusammen mit dem Trimethylamin tberdestilliert. 

Besondere Vorsichtsmafregeln sind wahrscheinlich nicht 
notwendig, denn wenn wir die Konzentration des Reagens ge- 
eignet wahlen, so wird durch die Lauge das Formalin quanti- 
tativ in Ameisensaure —— welche in der Form von Natriumsalz 
in der Lésung verbleibt — und Methylalkohol zersetzt, der 
spaiter im Wasserbad gianzlich verfliichtigt : 

2 CH,O + NaOH = CH,OH ++ HCOONa. 

Die Bedingungen dieser Zersetzung des Formalins hat 
Loew?) bestimmt, indem er feststellte, dai die Lésung in bezug 
auf das Formalin 2—4°/oig, die Lauge aber !/10-normal sein 


S. 779. 
*) Ber. d. d. Chem. Ges., Bd. 21, S. 272, Bd. 22, S. 470, und Delépine, 
Bull. Soc. Chim., Bd. 17. 
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soll, weil sonst der Verlauf der Reaktion nicht glatt vor sich 
geht; es entstehen zuckerartige Kondensationsprodukte. 
Betrachten wir nun die Untersuchungsresultate: 
1. 1 g Hexamethylentetramin + 250 ccm 4°!oige NaOH 
(1-normal) im Kjeldahl-Kolben mit Riickflub-Kugelaufsatz 


destilliert : 
a) beim Zuriicktitrieren wurden 26,00 ccm KOH verbraucht, 


b) bei der Kontrollésung » 26,10 » » , 

1 g Hexamethylentetramin +- 250 ccm 0,16 °/oige (1/25-nor- 
mal) NaOH: 

a) = 26,05 ccm KOH, 

b) = 26,15 » 


1 g Hexamethylentetramin liefert also sowohl mit 1/1- wie 
mit !/25-Normallauge destilliert eine mit 0,1 ccm !/10-Normal- 
schwefelséiure fquivalente Base, welche Tatsache darauf hin- 
weist, dafi dieselbe sich nicht aus dem Tetramin abspaltete, 
sondern das Priparat enthielt wahrscheinlich praformiert etwas 
Ammoniaksalz. Oder es ist als Versuchsfehler zu betrachten. 

1. 10 ccm !/10-Normalbase entspricht, auf Ammoniak um- 
gerechnet nebst 1 g Tetramin 0,017°/o, welche Menge getrost 
vernachlassigt werden kann, und so kam ich durch diesen 
Versuch zu dem Ergebnis, daB das Hexamethylentetramin durch 
das Kochen mit Normallauge keinerlei Veriinderung erleidet. 

2. 20 ecm 40°/oiges Formalin mit so viel Lauge, daf die 
Losung 4°/oig sei, destilliert, verbraucht das Destillat keine 
Siure. Die aus dem Formalin abgespaltene Ameisensaure 
oder die infolge Seitenkondensierung eventuell auftretenden 
Stoffe saurer Natur werden durch die tiberschiissige Lauge 
neutralisiert. 

3. Hinsichtlich der Lésung der wichtigen Frage, ob bei 
der Destillation von Ammoniumcehlorid mit Formalin und Lauge 
das Hexamethylentetramin bestiindig ist und ob es seine durch 
Wasserdampf austreibbare, methylierte Basis liefert, habe ich 
folgende Erfahrungen gemacht: a) 0,2850 g chemisch reines 
Ammoniumchlorid (H,N)Cl + 20 ccm 40°/oiges Formalin habe 
ich in 4°/oigem alkalischen Medium in gewogene Sadure de- 
stilliert. Vor der Destillation wirkte das Formalin eine halbe 
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Stunde lang auf das Ammoniumchlorid ein. Auf Ammonium- 
chlorid berechnet, verwandelten sich zusammen 67,76°/o der 
gewogenen Base in Tetramin, in der LOsung verblieben 32,24 /o. 
b) 0,4556 g (H,N)CI + 20 ccm 4°/oiges Formalin. Dauer der 
Einwirkung 20 Stunden. In diesem Fall wurden 76,52 °/o Chlor- 
ammonium verwandelt, 23,48°/o waren destillierbar. 

Diese Daten widersprechen den durch Legler?) und 
andere ver6ffentlichten Erfahrungen: «Die Umsetzung war fast 
sofort und schon nach kurzer Zeit der Ammoniakeinwirkung 
volistiindig beendet>». 

Worin ist also dieses nicht erwartete Resultat zu suchen ? 
Unter den gewahlten Umstiinden interessierte mich nun, ob 
bei der Destillation von Hexamethylentetramin mit Alkali im 
Beisein von Formalin eine saéurekonsumierende Base entsteht, 
ob also unter gewOhnlichem Druck bei der Siedehitze des 
Wassers eine Abspaltung von Trimethylentriamin bezw. Methyl- 
amin zu erwarten ist? Ks ist dies nicht wahrscheinlich. 

3 (CH,NH - HCl), ++ 3 CH,O + 3 H,O = 3 CO,-++ 6 CH,NH, - HCI, 
oder: aber: 

a) 2 NH, + 3CH,O = 2 CH,NH, + CO, -+ H,O, 

b) 2 NH, + 6CH,O = 2 (CH,),NH + 2 CO, + 2 H,0, 

c) 2 NH, + 9 CH,O = 2 (CH,),N + 3 CO, + 3H,0, 
welche Reaktionen auch schon beim einfachen Anwarmen 
langsam einsetzen. Das Hexamethylen gibt bei Anwesenheit 
von Formol endlich ebenfalls Trimethylamin. Dies erklirt den 
Geruch der bei der Darstellung von Hexamethylentetramin auf- 
tretenden Aminbasen. 

Meine Versuche beruhigten mich aber auch in dieser 
Hinsicht, indem unter den gewaéhlten Umstanden das in Wasser 
geléste Hexamethylentetramin in Gegenwart von Formalin bei 
der Destillation mit Lauge keine Zersetzung erleidet, keine 
durch Wasserdampf austreibbaren, séureverbrauchenden Basen 
daraus entstehen. 

a) 1g Hexamethylentetramin + 20 cem 40°/oiges Formalin 
mit Lauge destilliert, lieferte 0,62 ccm !/10-Normalschwefelsaure 


') Ber. d. d. Chem. Ges., Bd. 16, I, S. 1333, 1883. 
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fiquivalente basische Verbindung, welche auf Monomethylamin 
berechnet 0,0019 g, bezw. 0,19°/o betriagt. 

b) 0,2918 g (CH,),.N, -+- 20 ccm Formalin mit Lauge de- 
stilliert, verbraucht 0,15.cem !/:0-Normalschwefelsiure, was 
auf die Verunreinigung des Tetramins zuriickzufiihren ist. 

Lassen wir die Komponenten des Hexamethyltetramins, 
also Ammoniumchlorid und Formalin aufeinander einwirken, 
so erhalten wir bei der Destillation ein anderes Ergebnis, als 
wenn wir das Tetramin unmittelbar gelést verwenden. Zu 
dem gleichen Resultat kommen wir auch, wenn wir die Menge 
des Formalins erhdéhen. 

0,1777 g tiber Schwefelsdure getrocknetes, reinstes Am- 
moniumchlorid mit 50 cem 40°/cigem Formalin in Gegenwart 
von Lauge destilliert, fand ich bei der Riickwiigung der Siure 
0,07511 g (H,N)Cl, was 42,21°/o(!) entspricht. Es destillierte 
tatsiichlich Ammoniak tiber, das Destillat ergab mit Nessler- 
schem Reagens eine kriiftige Ammoniakreaktion. Den Geruch 
von Trimethylamin bemerkte ich auch dann nicht, wenn ich 
die Lésung auf nur einige Kubikzentimeter eingedampft mit 
Lauge libersattigte. Diese «Geruchs-Reaktion» aber ist auBer- 
ordentlich empfindlich, indem — wie wir aus den Untersuchungen 
Kaufmanns') wissen — die tertiire Base noch in der Ver- 
diinnung 1 : 2000000 positiv ist. In Verbindung hiermit er- 
wihne ich, dafi auch das bei der Destillation von Hexamethylen- 
tetramin mit Formalin und Lauge gewonnene Destillat mit 
Nesslerscher Lésung eine schwache Ammoniakreaktion auf- 
weist, was ubrigens tibereinstimmt mit der vorerwahnten Tat- 
sache, daB das Tetramin wirklich Ammoniak enthilt. 











(H,N)C1 CH,O NaOH Umgesetzt | Destillierbar 
g ccm ccm %o | %/o 
0,0910 20 25 40,88 | 59,12 
0,1777 20 25 57,79 | 4221 
0,2850 20 25 67,76 | 32,24 
0,4556 20 25 76,52 | 23,48 











‘) Neurol. Zentralbl., 1908, Nr. 6. 
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Wie hieraus ersichtlich, ergibt sich aus meinen bisherigen 
Versuchen, da’ ich bei den gewadhlten Konzentrationsverhilt- 
nissen meinen Zweck nicht erreichen kann. 

1, 4NH, + 5CH, __, C,H,,N, + 6H,0, 
r C, C, "2 
weil mit der Abnahme des Chlorammoniums die Reaktionsfihig- 
keit von links nach rechts abnimmt, also gerade in entgegen- 
gesetztem Sinn. Im Falle der Verwendung von Chlorammonium 
entsteht freie Salzsiiure, und erst nach der Neutralisierung 


erhalten wir die wiisserige LOsung des Tetramins. 





N 
OT 
‘ \_H = a. ™ 
: H “H u | 
6 ee hl —H = I 6H,O + 4HCl 
—0 —H CH,’ CH, | + oe 
| ni% Ni 
Mia adel 
CH, 


Ich versuche deshalb jetzt in neutralem, bezw. alkalischem 
Medium, im Sinne der Massenwirkung at = x, bei groiem 
ee 


Aldehydiiberschub, die Verwendung von basischem freien Am- 
moniak; das aus Chlorammonium durch Lauge freigemachte 
Ammoniak destilliere ich in viel neutrales Formalin, wo ich 
es auf irgend eine Art quantitativ bestimmen kann. Etwa 
durch Zerstéren der iiberschiissigen Formalin enthaltenden 
Hexamethylentetramin-Lésung mitttels Schwefelséure und Destil- 
lieren des gebildeten Ammoniaks in gewogene Saure, oder auf 
einfachere Art durch Reduzierung der Tetraminlésung in alka- 
lischem Medium mittels Zinkmetall (Roosesche Legierung) und 
Titrieren des tiberdestillierten primaéren Amins') unter Ver- 
wendung des Methylorange-Indikators. | 

Behufs Feststellung der Vollstandigkeit der Reaktion 
bereitete ich eine Ammoniaklésung, welche in 5 ccm 0,0943 NH, 
enthielt. Auf 20 cem gesattigte Formalinlésung lief ich 5, 10, 
15 und 20 cem dieses Ammoniakwassers einwirken. In Grammen 
ausgedrtickt entspricht dies: 0,0943, 0,1886, 0,2829 und 0,3772 g. 


') Trillat, Compt. rend., Bd. 17, S. 128, 1893, D.R.P. 73812. 
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Nach einstiindigem Stehenlassen destillierte ich die Lésungen 
mit Wasser verdiinnt und mit Lauge tibersiittigt in gewogene 
Sdure. Das entstandene Tetramin ist, wie wir vorhin gesehen, 
laugenbestandig, es bildet sich daraus keine séiureverbrauchende 
Base, das iiberschiissige Formalin aber zerfallt gréBtenteils in 
Ameisensiure, welche an Natrium gebunden in der Lésung 
verbleibt. Auch das Formalin ist ohne Wirkung auf das Te- 
tramin, was meine Versuchsresultate schon friiher bewiesen 
haben. Das itiberdestillierte Ammoniak kann demnach als Mab- 
stab fiir die Vollstiindigkeit der in Rede stehenden Reaktion 
aufgestellt werden. 

















H,N | CH,O | mages | ais ee NaOH 
g | ccm | %9 | %o ccm 
00943 20 8618 | 1382 #| 2 
01886 | 2 | 91,78 822, | 20 
02829 20 94,49 551 | 20 
03772 | 20 95,88 | 412 | 2 


Wie aus diesen Daten ersichtlich, ist es tatsichlich ge- 
lungen, das Ammoniak-Formalin-System in derartige Umstinde 
zu versetzen, dali die Reaktion von links nach rechts eine 
vollstiindige ist. Bei quantitativen Bestimmungen miissen wir 
also trachten, viel Formalin zu nehmen und ferner, dal das 
Ammoniak als solches in der L6sung zur Verwendung komme. 

4. Betrachten wir nun, wie sich das Trimethylamin in 
formalinhaltigem Medium bei der Destillation mit Alkali ver- 
halt. Vorher miissen wir uns jedoch tiberzeugen, ob die 
Fliichtigkeit der tertiiren Base eine derartige ist, dab die- 
selbe einfach in quantitativ gewogene Saure abdestilliert werden 
kann? Die Frage ist eine berechtigte, weil auch meine friheren 
Erfahrungen zeigten, daf die priméren und sekundéren Amine, 
nicht so wie das Ammoniak, im_ geschlossenen Raum 
iiber Normalschwefelsdure quantitativ nicht absorbiert werden 
kénnen, oder vielleicht nur nach lingerer Zeit, wiihrend das 
Trimethylamin, fhnlich dem Ammoniak, vielleicht auf diese 
Weise bestimmbar ist. 
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Das zu dem Versuch verwendete Trimethylaminchlor- 
hydrat war ganz rein, ich hatte dasselbe lange Zeit iiber 
Schwefelsiure im Vakuum getrocknet, bei der Destillation von 
0,5 g unter gewOhnlichem Druck mit Lauge, und nach Titrieren 
mit 1/2 normaler Séure erhielt ich nahezu 98°/o der ver- 
wendeten Menge zurtick; die fehlenden 2°/o schreibe ich dem 
Umstand zu, dafi im Beginn der Destillation des Trimethyl- 
amins infolge der starken Blasenbildung der Sadure ein geringer 
Verlust stattfand. Es ist auch geraten, die Lésung stark ab- 
zudampfen. ‘Tatsachlich machte sich der Geruch des Trimethyl- 
amins in der Retorte entschieden bemerkbar. Es kann dem- 
gemiéfi das Trimethylamin aus dem alkalischen Medium quan- 
titativ einfach abdestilliert werden; ein Austreiben mit Wasser- 
dampf, wie es bei den priméren und sekundaren Basen angeraten 
ist, ist in unserem Falle tiberfliissig. 

Nas Formalin ist auf die tertiire Base vdéllig wirkungs- 
los, indem ich von 0,5174 g reinstem (CH,),N - HCl in Gegen- 
wart von 20 cem 40°/oigem Formalin mit Lauge 0,5144 g 
zuriickerhielt, was 99,43°/o entspricht. 

Nach Bekanntgebung der bisherigen Versuchsdaten kann 
nunmehr auch die Isolierung der beiden Basen, im Verein mit 
der quantitativen Bestimmung des tertiaren Amins, in den Ver- 
suchsbereich gezogen werden. Was das letztere anbelangt, so 
kann dessen quantitative Messung keine besonderen Schwierig- 
keiten verursachen, da das in wisserigem Formalin geldéste 
Hexamethylentetramin nach dem Zersetzen durch englische 
Schwefelsiure wieder in Form von Ammoniak titriert werden 
kann. 

0,1044 g C,H,,.N, lieferte zersetzt (Kjeldahl) 40,46°/o 
Stickstoff statt der theoretischen 39,98°/o, was uns zeigt, dab 
der gesamte Stickstoff des Tetramins in Ammoniumsulfat 
iiberging. Der 0,4°/oige Uberschu& an Stickstoff wurde durch 
das Einwagen der kleinen Menge Untersuchungsmaterial ver- 
ursacht. 

Ich dachte auch an eine einfachere Bestimmungsweise 
des Hexamethylentetramins. Trillat!) machte die Erfahrung, 


') Compt. rend., Bd. 107, S. 128. 
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daf in einer wasserigen Lésung von Hexamethylen mit Salz- 
sdure und Zink sich Methylamin entwickelt, welches durch 
Wasserdampf ausgetrieben werden kann. In meinem Fall wiire 
die alkalische Reduktion aus begreiflichen Griinden mehr ge- 
eignet und befafte ich mich daher auch mit dieser Frage. 
Der in Rede stehende chemische Prozefi ist mdglicherweise 
eine Reduktionshydration: 
C,H,.N, + 2 H,O = 4 [(CH,)NH,] + 2 CH,O, 

wobei nebst dem Methylamin durch Lauge in Ameisensiure 
und Methylalkohol zersetzbares Formaldehyd entsteht. Wenn 
ich also das basische Methylamin unter fortwiihrendem Er- 
setzen des Wassers destilliere, so wird dasselbe wahrschein- 
lich in gewogener Siiure quantitativ bestimmbar sein. Hier- 
durch wiirde die Ausfiihrung der Isolierung und Wiigung des 
Ammoniaks und Trimethylamins eine einfache und mit nur 
zweimaligem ‘Titrieren verbunden sein. 

Die Reduktion mit Zink in Alkali ergab jedoch — wie 
meine Versuche wiederholt erwiesen — ein negatives Resul- 
tat. Eine 24 Stunden andauernde Reduktion und darauf fol- 
gendes Destillieren lieferte unter den obwaltenden Verhiltnissen 
kein Methylamin. In saurem Reduktionsmedium geht die Um- 
setzung in Amin auch nicht glatt vonstatten, iiberdies ist das 
Verfahren langwierig und nicht praktisch. 

Ich suchte also einen anderen Weg. Wahrend meiner 
Versuche machte ich die Erfahrung, daf der durch die Formel: 
6 CH,O + 4 NH, = (CH,),N, +- 6 H,O 
ausgedriickte chemische Prozefi umgekehrt werden kann, und 
zwar nicht reversibel, sondern vollkommen und quantitativ; aus 

dem System tritt das Formalin aus 

(CH,),.N, -- 6 H,O ——~ 4 NH, -+ 6 CH,O 

und kann so das Gesetz der Massenwirkung in seinem Ganzen 
zur Geltung kommen. Diese Reaktion ist iibrigens bekannt. 
Hartung') erwiéhnt sie und fiigt noch hinzu, dai nebst Am- 
moniak sich auch etwas Monomethylamin bildet. Die Hydrolyse 
tritt dann ein, wenn wir die wisserige L6sung des Hexa- 
methylentetramins mit verdiinnter Saure kochen. 





‘) Journ. f. prakt. Chemie (2), Bd. 46, S. 16. 
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Ich wog 0,3270 g reines Hexamethylentetramin, welches 
ich, in Wasser gelost, mit verdiinnter Salzsaure auf beiliufig 
das halbe Volumen eindampfte. Beim Beginn des Kochens 
verspurte ich starken Formalingeruch, welcher anzeigte, daf 
die erwahnte Reaktion eingetreten ist. Nachdem ich die Lésung 
alkalisch gemacht hatte, destillierte ich sie in gewogene Siure. 
Aus der Menge der verbrauchten Schwefelsiure (18,6 ccm 
‘ly normal) das Ammoniak berechnet, ergab sich 

18,6 < 0,0085 = 0,1581 g NH. 
Das verwendete Formmethylentetramin aber kann 


0,3270 & 4(NH,)68 __ ‘ ; 
“140 (CH,),N, = 9:1588 g Ammoniak liefern. 


In Prozenten ausgedriickt erhielt ich 99,56°/o des Tetra- 
mins, bezw. des verwendeten Ammoniaks zuriick, mit welchem 
Ergebnis wir befriedigt sein kénnen. 

Es entfallt also die Zersetzung durch Schwefelsaure, wie 
auch die langwierige Destillation des primaren Amins. 

Die quantitative Isolierung und Wagung einer geringen 
Menge von Ammoniak und Trimethylamin kann demgemaB8 
nach meinem Verfahren keine besondere Schwierigkeit be- 
reiten, dasselbe iibertrifft sogar in bezug auf Einfachheit 
die bisherigen umstindlichen, minder zuverliassigen, zur Be- 
stimmung kleiner Mengen iberhaupt nicht verwendbaren 
Methoden. 

Ich muB noch erwéhnen, daB eine Erhéhung der Form- 
aldehydmenge nur dann mit Erfolg durchgefiihrt werden kann, 
wenn die das Aldehyd enthaltende wasserige Chlorhydratlésung 
vor der Destillation gerade noch ein wenig alkalisch gemacht 
wird. Ein Uberschu8 an Lauge ist unbedingt zu vermeiden, 
sonst gelangt ein guter Teil des Ammoniaks mitsamt dem 
Trimethylamin in die gewogene Saure. H. und. A. Euler’) 
haben nimlich konstatiert, da’ das Formaldehyd sich nach 
Art einer schwachen Séure verhalt, indem es mit kraftigen 
Alkalien Salze bildet. Auch die kryoskopischen Untersuchungen 
zeigten, das in der normalen Lésung des Formaldehydmono- 
natriumsalzes nur die Hilfte desselben als solches vorhanden 


') Ber. d. d. Chem. Ges., Bd. 31, S. 36, 1898 und 38, S. 2551, 1905. 












Quantitative Bestimmung des Ammoniaks und Trimethylamins. 117 


ist, wahrend die andere Halfte als freie Base und freies Form- 
aldehyd dissoziierte. 

Beim praktischen Ausprobieren des Verfahrens, wobei ich 
genau eingewogene reine Priparate verwendete, war ich in- 
dessen mit den Resultaten nicht ganz befriedigt; im Destillat 
kommt némlich immer auch Ammoniak vor, das die Trimethyl- 
aminmenge erhdht. Wihrend ich so mit der Ausarbeitung 
meiner Methode beschiiftigt war, fiel mir bei, dai Malfatti!) 
das Ammoniak im Beisein von Formol direkt titriert. 

1. 6 CH,O + 4 (H,N)Cl = COH,N, -+ 6 H,O ++ 4 HCI, 
2. 6CH,O + 4 (H,N)Cl + 4 NaOH = (C,H),N, -+ 10H,O + 4 NaCl. 

Auf Grund dessen kam ich auf den Gedanken, dieses Ver- 
fahren auch bei der Ausscheidung des Trimethyiamins anzu- 
wenden. Dasselbe ist viel einfacher und auch kiirzer. Man labt 
auf das auf Phenolphthalein neutralisierte Formalin das Salz 
der beiden Basen einwirken und wiagt unmittelbar darauf mit 
Lauge das Ammoniak. Die Lésung wird dann etwas alkalisiert 
und das Trimethylamin in gewogene Saure abdestilliert. Bei 
der technischen Ausfiihrung muf} darauf geachtet werden, daf 
kein freie Kohlensaéure enthaltendes Waschwasser in groéferer 
Menge zur Verwendung kommt. 

Ich bereitete zwei L6sungen: Ammoniumchlorid und Tri- 
methylaminchlorhydrat. 

‘lio com (H,N)Cl verbrauchten formoltitriert 44,4 ccm 
1/1o-n-Lauge, was 

44,4 X 0,00535 g = 0,2377 g (H,N)Cl entspricht, bezw. 
44,4 X 0,0017 = 0,0755 g HN. 

Den Ammoniakgehalt der Lésung kontrollierte ich durch 
Destillieren mit Lauge, wobei ich zu dem Ergebnis gelangte, 
da8 das Formoltitrieren des Ammoniums, wie weiter unten zu 
sehen, vollkommen verlaBlich ist. 

Verbraucht wurde auf 10 ccm 44,15 ccm '/10-n-Saure, 
welche 0,2362 g (H,N)Cl entspricht, bezw. 0,0750 g H,N. 

2. In 10 ccm Trimethylaminchlorhydratlésung fand ich 
beim Destillieren mit Lauge 


‘) Zeitschr. f. anal. Chem., Bd. 47, S. 273, 1908. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 9 
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0,0950 g (CH,),N - HCl, also 
0,0587 g (CH,),N. 

Das Chlorid der beiden Basen ist bei Vorhandensein von 
Formol mit Lauge ohne Schwierigkeit titrierbar, da durch das 
Phenolphthalein nur die Ammoniakmenge indiziert wird, das 
tertiire Amin aber an der Reaktion nicht beteiligt ist. 

10 ccm Ammoniumchlorid +- 10 ccm Trimethylaminchlor- 
hydrat -+- 20 ccm Formalin beanspruchte 44,56 ccm !/10-n-Lauge, 
welche 0,2383 g (H,N)CI entspricht. Die Differenz von 0,16 cem 
bezw. 0,0008 g kommt daher, daB die wasserige Lésung des Tri- 
methylaminchlorhydrats nicht ganz neutral ist und 1—2 Zehntel 
Siure verbraucht. 

Was folgt nun hieraus ? 

Die Bewahrheitung des Ausspruchs Leglers, dafi das 
Formalinammoniaksystem ein vollkommenes Verwandlungs- 
gleichgewicht vertritt, die Reaktion eine vollstiindige ist und 
nicht, wie ich aus meinen vorherbeschriebenen Versuchen 
folgerte, eine reversible. Der erwahnte Verlust von einigen 
Prozenten Ammoniak entsteht, wie es scheint, aus einem andern 
Grund. Geniigen doch schon 10 cem 40°/oiges Formalin auf 
10 ecm (0,2377 g) (H,N)Cl, auf da& die Bildung von Tetramin 
einen quantitativen Verlauf nehme und dennoch erhielt ich bei 
der Destillation mit Lauge in Gegenwart von (CH,),N - HCl im 
Destillat auch Ammoniak, trotzdem — wie wir gesehen haben — 
das Tetramin beim Kochen mit Lauge vollstandig resistent ist, 
die Reaktion aber eine vollkommene war. Woher und auf welche 
Weise kam dieses Ammoniak unter die tertiaére Base? Ich fand 
die Erklérung darin, daB unter den gewdhlten Umstanden ge- 
legentlich des Kochens mit Formalin und Lauge mit gr6oBter 
Wahrscheinlichkeit in geringem Mafe dennoch eine hydrolytische 
Wirkung sich geltend macht, die fiir das Hexamethylentetramin 
nicht neutral ist, und sich Ammoniak aus diesem abspaltet. 
Von der Menge der Lauge haingt dann auch die abgespaltene 
Ammoniakmenge ab. 

0,2377 g (H,N)Cl + 0,095 g (CH,),N - HCl + 20 (10) ecm 
neutrales Formalin + 44,4 cem '/10-n-NaOH ergab in quanti- 
tativer Menge (CH,),N,. Die alkalisierte L6sung in gewogene 
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Siure destilliert, wurden auf die tertiére Base 12,75 ccm 
1/;o-n-Saéure verbraucht, welche 12,75 X 0,00955 = 0,1217 g 
entspricht. Infolgedessen ist das Mehr von 
0,1217 g 
— 0,0950 » 
0,0267 g 
der abgespaltenen Ammoniakmenge zuzuschreiben bezw. ist 

12,75 — 9,95 = 2,8 X 0,0017 = 0,0047 mg NH,, 
das sind 6,22°/o des gesamten Ammoniaks. 

Demzufolge erwies sich am geeignetsten, nach Formol- 
titrieren des Ammoniaks eine saure Hydrolyse des (CH,),N, 
vorzunehmen und danach mit Lauge zu destillieren und die 
beiden Basen mit gewogener Saure zu titrieren. 

Ammoniakstickstoff = 0,0014  !/10-n-H,SO, ecm (CH,O) 
== % (Com), 
Trimethylaminstickstoff = (y—x) < 0,0014 !/10-n-H,SO,, 
wobei y die Alkalitéit der beiden Basen in Kubikzentimetern ist. 


Von meinen Bestimmungen erwihne ich blof die folgenden: 
Gewogenes (H,N)CI == 0,2362 g Gefunden = 0,2377 g 





H,N = 0,0750 » = 0,0755 » 
Ammoniak-N = 0,0618 » = 0,0621 » 
(CH,),N - HCl == 0,0950 » = (),0976 » 

(CH,),N == 0,0587 » = 0,0546 » 
Trimethylamin-N = 0,0139 » = 0,0143 » 


Die Differenz zwischen dem Ammoniak- und dem Tri- 
methylaminstickstoff betragt also: 


0,0621 g 0,0143 g 
— 0,0618 » — 0,0130 » 
-+- 0,0003 g Ammoniak-N -+- 0,0004 g Trimethylamin-N. 
Bei der Ausfiihrung des Verfahrens empfehle ich, auf 
folgende Weise vorzugehen: 
Man menge die wasserige Lésung der Hydrochloride mit 
lberschtissigem Formalin (mit 10 ccm Phenolphthalein neu- 
tralisiert) und titriere im Beisein von einigen Tropfen Phenol- 


phthaleinindikator mit genau bekannter Lauge bis zu schwach 
9+ 
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Rosafarbung, unter Vermeidung von viel Waschwasser. Aus 
der Zahl der verbrauchten Kubikzentimeter berechne man den 
Ammoniaksticktoff. Nunmehr wird die Lésung mit viel Wasser 
verdiinnt, mit honzentrierter Salzsdure stark angesduert und tiber 
freier Flamme auf ein Drittel eingekocht. Nach Waschen der 
ausgekiihlten Fliissigkeit im Kjeldahl-Kolben und Ubersiittigen 
mit Lauge destilliert man in gewogene Sdaure. Die Differenz 
der Zahlen der verbrauchten Kubikzentimeter, multipliziert mit 
dem Aquivalent des Stickstoffs 
1,4 (y—x) mg 

ergibt unmittelbar die Stickstoffmenge des tertiaren Amins in 
Milligrammen. 

Ich schreibe dem Verfahren eine grofe Wichtigkeit zu 
beim Studium der autolytischen Prozesse des Glutens, bei der 
Kontrolle der enzymatischen Hydrolysen, wo es sich bekannter- 
mafen um die Messung kleiner Ammoniakmengen handelt. Aber 
auch bei der Loésung anderer biologischer Fragen wird es mit 
Erfolg in Anwendung gebracht werden kénnen. Dies ist der 
Grund, warum ich die Sache etwas in die Linge zog, aber 
auch deshalb, weil die Einzelheiten interessant und teilweise 
neu sind. 

In bezug auf die destillierbaren Ainmoniak- und Trimethyl- 
aminmengen des getrockneten Klebers habe ich folgendes Ver- 
fahren festgestellt: 25 g in Wasser suspendierten Kleber habe 
ich unter Beisein von Alkohol und MgO im Vakuum in ver- 
diinnte Salzsiure destilliert. Die Temperatur betrug bis zu 
40° C., der Druck war 35 mm Hg. Auf dhnliche Weise isolierte 
Takeda‘) das Trimethylamin aus dem Urin; er destillierte mit 
MgO, welches die Zersetzung der labilen, leicht zerfallenden 
Verbindungen hintanhielt. 

Die verschluckende Salzsiiure dampfte ich nach dem 
Destillieren im Wasserbad bis zur Trockenheit ein, loste den 
Riickstand in wenig Wasser, titrierte mit Formol und destillierte 
nach saurer Hydrolyse mit Lauge in gewogene Saure, worauf 
ich endlich den Stickstoff des tertiaren Amins berechnete. 





') Pfligers Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 129, S. 82, 1909. 
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Ich fand auf diese Weise in 25 g mehrere Monate alten, 
trockenen und feinzerriebenen Kleber 6,02 mg Ammoniakstick- 
stoff, bezw. 7,31 mg Ammoniak (H,N). 

Auf 100 g berechnet: 

0,02408 g Ammoniakstickstoff = 0,024 /o, 
0,02924 g Ammoniak (H,N) = 0,029°/o. 
Das Trimethylamin erforderte 0,4 ccm "/10-n-Saure, welche 
1,4 0,4 = 0,56 mg entspricht. 
Auf (CH,),N berechnet = 2,36 mg X 4 = 9,44 mg (in 100 g). 
InGrammen: Trimethylaminstickstoff = 0,00056 X 4 = 0,002 °/o. 
(CH,),N = 0,00236 «4 = 0,009°/o. 

Das Destillat aus der alkalischen Lésung wies einen 

starken Trimethylamingeruch auf. 








Uber Katalysatoren der alkoholischen Garung. 
Vorlaufige Mitteilung. 


Von 
Hans Euler und Henry Cassel. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Juni 1913.) 


Die alkoholische Gérung wird durch eine Reihe von 
Stoffen beschleunigt. Unter den typischen Katalysatoren der 
Girung sind die Phosphate die wichtigsten. Sie sind fiir die 
Garwirkung der Hefe unumgianglich notwendig. 

Ferner wird die Tatigkeit der Hefe unterstiitzt durch 
sehr kleine Mengen einer Reihe von solchen Stoffen, welche, 
in groferen Mengen anwesend, die Garung hemmen oder ganz 
unterdriicken. Zu diesen Stoffen gehdren Sublimat und andere 
Schwermetallsalze, ferner antiseptische Mittel wie Salicylsaure, 
Phenol, Borséure usw. 

Bei den meisten dieser Stoffe ist der EinfluB auf die 
Girungsgeschwindigkeit nur von untergeordneter Bedeutung und 
iibersteigt selten die GréBe von etwa 20°/o. 

Sehr viel bedeutender ist der Effekt, welchen wir in der 
folgenden Mitteilung beschreiben wollen. Es handelt sich um 
die katalytische Wirkung von Salzen organischer Sauren, be- 
sonders solchen der Ameisenséurereihe und von Oxysduren. 

Die vorliegende Erscheinung ist, wie gleich hervorge- 
hoben werden soll, eine rein katalytische und steht — wenigstens 
nach dem jetzigen Stand unserer Kenntnisse — mit der Tat- 


') Uber die Giftwirkung dieser Stoffe siehe die kiirzlich erschienene 
Arbeit von Bokorny, Biochem. Zeitschr., Bd. 50, S. 1, 1913. 
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sache, dafB einige der betreffenden Séuren selbst Kohlensaure 
abspalten,!) in keinem Zusammenhang. 

Eine Vorstellung von der Art und Gréfenordnung der in 
Rede stehenden Erscheinung erhalt man aus folgender Tabelle. 
Dieselbe gibt die zu gewissen Zeiten ‘aus 2 g Zucker ent- 
wickelten Kohlensiuremengen in Kubikzentimetern an. Als kata- 
lysierendes Salz wurde Ammoniumformiat verwendet. 











Tabelle 1. 
0,25 g lebende Hefe 
ciate 110 ccm H,O -+ 2 g Rohrzucker| 110 cem H,O + 2 g Glukose 
ohne | mit 004g | ohne | mit 004g 
Zusatz | H,N-Formiat Zusatz | H,N-Formiat 
30 12 13,5 13 | 15 
60 21,5 215 20 | 28 
90 30 | 33,5 25 | 39 
120 38,5 43 30 | 49 
150 45,5 54 37 | 60 
180 51 65 Ad | 70 
210 57,5 75 49 | 80 
240 64 87 bt | 9%) 
285 72,5 | 102 61 100 
330 80,5 120,5 69 | 
360 84,5 131 | 
390 88,5 142 | 
420 92.5 153 | 
490) 102 180,5 | 











Wie ersichtlich, ist die zur Erzielung einer Beschleunigung 
von etwa 75°/o erforderliche Salzmenge recht klein, im vor- 
liegenden Fall 0,04 g auf 110 ccm. 

Die Frage nach der Natur dieser Beschleunigung wurde 
in verschiedener Weise zu beantworten versucht. 


‘) Neuberg und Hildesheimer, Biochem. Zeitschr., Bd. 31, 
S. 170, 1911. — Neuberg und Tir, Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 323, 
1911. — Neuberg und Karczag, Chem. Ber., Bd. 44, S. 2477, 1911. 
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Zunichst wurde festgestellt, daf Trockenhefe durch die 
hier besprochenen Salzzusétze in ihrer Girwirkung nicht oder 
nur unwesentlich gefOrdert wird. Das gleiche Ergebnis wurde 
mit PreSsaft aus Miinchenerhefe erhalten. Daraus ist zu schlieBen, 
daB die betreffenden Salze entweder ihre beschleunigende 
Wirkung tiberhaupt nicht auf die Girungsenzyme ausiiben, oder 
dafi das von diesen Salzen beeinfluBte Enzym nur in der frischen 
Hefe zur Geltung kommt. Mit lebender Hefe wurde dann unter- 
sucht, welche Phase der Garung vom besprochenen Salz- 
zusatz primar beeinflubt wird. 

Die alkoholische Giérung verliuft bekanntlich unter Mit- 
wirkung von Kohlenhydratphosphorsaureestern, welche entstehen 
einerseits aus den Umwandlungsprodukten des vergiérenden 
Zuckers und andererseits anorganischen Phosphaten. Die folgen- 
den Versuche zeigen, dafi die Menge des gebildeten Zwischen- 
produktes nicht gesteigert wird, wenn der Zuckerlésung Salze 
aliphatischer Siuren zugesetzt werden. 

Wie in friiheren Versuchen wurde angegorene Glukose 
mit Extrakt von Trockenhefe (eine Hefe H,), welche der friiher 
untersuchten Hefe H sehr ahnlich war) und mit 5°/oiger Na,HPO,- 
Losung gemischt. Von Zeit zu Zeit wurde der Gehalt der 
Lésung an freier Phosphorséure bestimmt.?) 


Tab. 2a. 
ne a ee) 


Zusammensetzung | Mi- g Zusammensetzung | \Mij- g 
der | Mg,P,0, der Mg,P,0, 
Mischung |nuten in 10 ccm Mischung nuten jin 10 ccm 





25cemHefenextrakt | 0 | 0,0411 [25 ccm Hefenextrakt 0 | 0,0418 














20 >» 20°oige Glu- | 20 » 20°oige Glu- 
koseldsung . . .| 50) 0,0312 | koselésung.. . 50 | 0,0307 
10 ccm 5°%/oiges 10 ccm 5 °%joiges 
Na,HPO,.. . .| 200) 0,0078 | Na,HPO, + 0,1 g 
| Ammoniumformiat | 200 | 0,0069 


Eine andere Versuchsreihe wurde in Gemeinschaft mit 
Herrn Kand. E. Hille in folgender Weise ausgefihrt. 


‘) Diese Versuche sind von Herrn Assistenten phil. Mag. Hj. Strém- 
berg ausgefiihrt worden. 
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Wir liefen Glukose durch lebende Hefe vergiren und 
berechneten die Menge des verschwundenen Zuckers einerseits 
aus der prozentischen Abnahme der optischen Drehung, anderer- 
seits aus der gleichzeitig entwickelten Menge Kohlensiure. Bei 
diesen Versuchsreihen hat sich gezeigt, dafi schon relativ ge- 
ringe Mengen yon Salzen, wie z. B. Ammoniumformiat die 
Differenz A—C erhdhen. Fat man diese Differenz auf als das 
Resultat zweier Reaktionen: 


Hexose —-+ Zwischenprodukt (Reaktion A) und 
Zwischenprodukt —> Alkohol und Kohlenséure (= » _ B) 


von welchen die erste, A, aus dem Zucker ein Zwischenprodukt 
(oder Zwischenprodukte) bildet, wahrend die zweite die schlieb- 
liche Zerlegung in Alkohol und Kohlenséure bewirkt, so zeigen 
die erwahnten Versuche, daf ein Zusatz von Ammoniumformiat 
zu gairenden Fliissigkeiten die Reaktion A mehr beschleunigt 


als die Reaktion B. 











20 ecm Mi Entwickelte Drehungs- Diffe- 

. ee ‘ M1 CO 5 d > y 4 
10°/oige Glukoselisuhg 2 anderung renz 
1 g Hefe _ fnuten ccm} °%/o in Graden % TA—C 








90 | 110 | 23,00 |4,14—2,84 — 1,30131,40] 8,40 


+ 5eem H,O 125 | 149 | 31,18 [4,14—2,40 = 1,74]42,03] 10,85 
| 165 | 212 | 44,44 [4,14—1,94 = 2,20153,14] 8,70 

+ 2 ccm 0,5-normal! 90 | 179 | 37,40 |4,14—2,05 = 2,09]50,48] 13,08 
Ammoniumformiatlésung| 125 | 237 | 49,51 |4,14—1,60 = 2,54]61,34] 11,83 
-+- 3 ccm H,0 165 | 299 | 62,57 [4,14—1,01 = 3,13]75,60] 13,03 




















Die in der Tabelle 3—6 angegebenen Versuche betreffen 
den Einflu8 der Hefemenge und der Konzentration des katalysie- 
renden Salzes. Es zeigt sich in denselben, da8 der beschleu- 
nigende Einflu$8 einer gewissen Salzmenge (im untersuchten 
Konzentrationsgebiet) um so gréfer ist, je weniger Hefe sich 


in der Lésung befand. 
Bei gegebener Hefemenge erreicht der untersuchte Effekt 


bei steigender Salzmenge ein Maximum. 
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Tabelle 3. 
110 ccm H,O. 2 g Rohrzucker. 
———————————————————————————————————————————————e "DD 
0,5 g Hefe 1 g Hefe 
Minuten ohne mit 0,04 g ohne mit 0,04 g 
Zusatz | H,N-Formiat Zusatz H,N-Formiat 
30 i1 16 30 28 
60 23 31 53 65 
90 36 51 83 103 
120 47 67 139 171 
150 56 85 164 210 
180 70 107 188 244 
240) 93 127 213 288 
276 107 159 256 336 
310 118 186 287 383 
340 129 210 306 419 
370 135 | 226 324 44M) 
400 142 | 241 348 461 
Tabelle 4. 
110 ccm H,O. 2 g Rohrzucker. 
ecm CO, ccm CO, gy cem CO, 
0,25 g Hefe 0,5 g Hefe 1 g Hefe 
ania ohne | 0,04 g ohne | 0,04 g ohne 0,04 g 
Zusatz | - Zusatz — Zusatz 7 | 
| Formiat Formiat Formiat : 
30 8 | 15 14 19 24 27 , 
60 13 | 87 27 37 51 69 : 
90 19 38 38 58 77 109 : 
120 24,5 49 49 76 110 159 
165 31 | 63 65 105 142 217 
195 35 | 77 76 125 168 |, 257 
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Tabelle 4. 
110 ccm H,O. 2 g Rohrzucker. 






































; __1gHefe | 2gHefe | 3 Hefe 
3 Minuten | Ohne mit ohne | mit ohne | mit 
: H,N- 0,1gH,N-+ H,N- 0,1gH,N-] H,N- (0,1 g H,N- 
: Formiat | Formiat | Formiat | Formiat | Formiat | Formiat 
: 30 15 24 35 51 68 | 92 
i 50 35 | 50 75 | 105 128 | 170 
4 70 54 («dt 113 | 156 186 | 254 
90 72 | 101 142 209 239 | 320 
115 89 | 127 182 270 294 | 391 
145 106 | 168 228 =| (337 359° | 450 
175 132 | 209 276 395 412 | 479 
210 158 | 260 329 440 453 | 496 
250 186 | 319 381 463 481 | 506 
295 218 | 378 424 | 481 491 | 518 
325 235 | 406 Mea 485 494 | 513 
355 255 | 425 457 486 496 | 513.5 
385 272 | «437 465 | 490 496 | 516 
415 283 | 449 8 | 491 496 | 51Y 
445 297 | 469 469 = «4971 496 | 519 
475 323 | 474 472 | «= «492 s96 =| 519 
Tabelle 5. 
110 ccm H,O. 2 g Rohrzucker. 0,25 g Hefe. 
a ccm CO, 
Minuten — ag ae aia ea sagem RreT a - <Caaey 
ohne Zusatz | 1 g H,N-Formiat | 2 g H,N-Formiat 
45 19 9,5 | 15,5 
75 26,5 16,5 | 23 
105 30,5 23 | 33 
135 34,5 33 | 43 
165 38,5 44 | 54 
195 42,5 56 | 64 
315 57 101 | 117 
345 59 115 | 132 
375 61 127,5 | 146.5 
405 61 141 | 157 
480 64 178.5 | 185 

















128 Hans Euler und Henry Cassel, 


Tabelle 6. 


110 ccm H,O. 2g Rohrzucker. 0,25 g Hefe. 
NN EEEEEE——————————————————————————————————————————————————EE 

















ecm CO, 
Minuten ramets is) : on | 6 g a 
ne ee | H,N-Formiat H,-Formiat 
| 4 4 

45 21 | 5,5 9.5 

7d 32,5 9,5 | 14 
105 41 14,5 | 17,5 
135 48 20,5 | 22 
165 55,5 | 28 29 
195 63 | 35,5 | 36 
280) 72 47 | 46 
310 81 66,5 58,5 
340 85 76 68 
385 87 | 86 79,5 
510 96 | 133 116,5 








Die folgende Tabelle zeigt, daB die beschleunigende Wir- 
kung des Ammoniumformiats auch in Gegenwart von neutralem 
Phosphat eintritt. 























Tabelle 7. 
1 g Hefe. 
110 ccm H,0. {> > Rohrzucker. 
_— ————— 
. 0,16 g H,N-Formiat 5 ccm 5°%/o Na,H- PO, 
Minuten + 5cem 5°o Na,H - PO, - 
(neutralisiert) neutralisiert 
30 | 28 28,5 
60 65,5 59 
90 115,5 89,5 
120 168 122 
150 228 159 
210 352 245,5 
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Bemerkenswert scheint uns, daB die Beschleunigung der 
Mannosegarung durch Ammoniumformiat sehr erheblich ge- 
ringer ist als diejenige der Glukosegiirung, wie folgende Tabelle 


zeigt: 














Tabelle &. 
100 cem H,0. 0,25 g Hefe. 
ccm CO, 
tae 7 2 g Mannose _ or. 2 g Glukose . 
| 0,04 g oe 0,04 g 
ohne Zusatz _H,N-Formiat ohne Zusatz _H,N-Formiat 

45 7,5 6.5 11 11,5 
90 14.5 13,5 20 24 
150 22 21 31 WO 
195 29.5 29,5 40 5d 
240 36 36,5 48,5 69 
285 41 42 56 85 
330 45 49 61 102 

















SchlieBlich soll noch erwahnt werden, dai mit anderen 
Salzen organischer Séuren, z. B. mit Natriumlactat, mit Am- 
moniumacetat, mit Natriumracemat ganz ihnliche Einfliisse 
erzielt wurden. 

In einer folgenden Mitteilung soll tiber den Einfluf dieser 
Salze auf die Vergiéirungsgrenze berichtet werden. 

Die in dieser Mitteilung angegebenen Resultate tiber die 
hier beschriebene wesentlich neue Erscheinung sind nur als 
vorlaufige zu betrachten, und wir méchten uns die experimen- 
telle und besonders die theoretische Ausarbeitung dieser Unter- 
suchung einige Zeit vorbehalten. 








Beitrag zum Nucleinstoffwechsel. 
Von 


Max Dohrn. 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Juni 1913.) 


Es ist zweifellos eine der umstrittensten Fragen des mensch- 
lichen Stoffwechsels, in welcher Weise und zu welchem End- 
produkt die Nucleine im Organismus abgebaut werden. Zwei 
Ansichten sind es, die in letzter Linie sich gegeniiberstehen: 
Die Harnsdure ist ein Stoffwechselendprodukt, denn eine Uriko- 
lyse findet nicht statt, oder die Harnséure wird zum Teil 
weiter gespalten und in der Harnstoffraktion ausgeschieden. Die 
erste Ansicht wird von Wiechowski!) vertreten, die letztere 
von Schittenhelm.?) Die Versuche wurden mit Fitterung von 
Nucleinsiure gemacht und ergaben bei den einzelnen Menschen 
auBerordentlich schwankende Resultate. Ermittelt wurden im 
Harn der Gesamtstickstoff, die Harnséure, die Purinbasen und 
der Harnstoff. Die in der Nucleinsiure verfiitterten Purinbasen 
wurden in den Purinkérperfraktionen niemals, auch nur an- 
naihernd wiedergefunden. Zu erwaéhnen ist noch eine von 
Frank’) geéuBerte Ansicht, nach welcher nicht jedes Purin- 
molekiil zu Harnséiure werden muf, vielmehr auf direkterem 
Wege abgebaut wird, sodaf von einer Purinzerst6rung und 
nicht von einer Harnsiiurezerst6rung zu sprechen ist. 

Ich will im folgenden einen Beitrag zu den bereits vor- 
liegenden Stoffwechselversuchen mit Nucleinséure mitteilen, 
zumal da sich mein Versuch von denjenigen prinzipiell unter- 
scheidet, die Frank und Schittenhelm ver6ffentlicht haben. 
Meine Versuchsperson war ein gesunder junger Mann von 

") Arch, f. experim. Pathol., Bd. 60, S. 185 (1909). 


*) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 269 (1909). 
3) Arch. f. experim. Pathol., Bd. 68, S. 349 (1912). 
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27 Jahren, der im Laboratorium tatig war und gleichmabig 
lebte. Die Nahrung wihrend des Versuchs war folgende: 300 g 
Brot, 80 g Butter, 250 g Apfel, 200 g Ei und 21 Milch. Die 
Nahrung wurde wihrend des Versuchs gleichartig iiber den 
Tag verteilt. Brot und Milch wurde auf ihren Stickstoffgehalt 
regelmabig untersucht. Die Nucleinséure war eigens zum Ver- 
such aus Thymus dargestellt; sie enthielt 11,1°/o N, 14,0°/o 
Phosphorsdure und 5,88 °/o Basenstickstoff. Der Versuch wurde 
ohne jede Stérung durchgefiihrt. Die Analysen wurden simt- 
lich doppelt ausgefiihrt und stimmten durchweg fast genau 
iiberein. In Fallen einer Differenz war diese so gering, dab 
eine Wiederholung iiberfliissig war. Ganz speziell méchte ich 
hervorheben, daf die Harnstoffbestimmungen nach der Methode 
von Pfliiger-Bleibtreu sehr genau tibereinstimmten. 

Das wichtigste Resultat und zugleich der prinzipielle Unter- 
schied gegentiber den Versuchen von Frank und Schittenhelm 
ist darin zu sehen, daf der Harnstoffstickstoff in der Nuclein- 
siureperiode nicht erhdht ist. Der gegen die Vorperiode nur 
minimal erhéhte Wert von 12,05 g ist in der Vorperiode be- 
reits 2mal iiberschritten worden. Wihrend bei Schittenhelm 
der Harnstoffstickstoff mit dem Gesamtstickstoff parallel an- 
steigt, ist hier das Gegenteil der Fall; er betrigt in der Vor- 
periode 87,90°/o, in der Hauptperiode 86,76 °/o und in der Nach- 
periode 85,70°/o vom Gesamtstickstoff. Der Harnsiurestickstoff 
steigt nur um 50°/o an, d. h. auf den verabreichten Purinbasen- 
stickstoff berechnet um 9,7°/o. Der Rest des_ verfiitterten 
Purinbasenstickstoffs ist nicht wiedergefunden worden. Die 
Phosphorsdure steigt stark an; die Ausscheidung in Harn und 
Kot iibertrifft die Zufuhr zusammen um 0,76 g. Der eingefiihrte 
Gesamtstickstoff wird nicht vollsténdig wiedergefunden. Die er- 
haltenen Resultate wird man dahin erkliiren kénnen, dab fast 
die gesamte Nucleinsdure vor der Resorption aufgespalten ist 
und daB die geringe Vermehrung im Harnsiurestickstoff den 
resorbierten Basenstickstoffanteil darstellt. Es lafBt sich denken, 
daB der grdBte stickstoffhaltige Anteil der Nucleinséure im 
Sinne Franks zerschlagen ist, und daf die Bruchstiicke zur 


EiweiBsynthese verwendet sind. 
































Harn Kot 





| 
|Gesamt- Harnstoff-| Harnsiure-| Basen- 


Ammoniak- Gesamt- | Basen- 
Menge| oN N | N N 


| 

- von 
1600 | 13,12 | 1144 | 0,112 | 0.018 | 0,57 2,55 | 0,138 
1600 | 13,35 | 11,95 | 0,112 | 0,015 | 0,58 1,46 | 0,109 

| 

| 

| 

| 








1600 | 13,68 | 12,00 0,114 | 0,014 063 |: 1,81 0,052 
1600 | 13,76 | 12,35 0,118 | 0,017 | 06. 1,20 0,030 
1600 11,86 0,112 | 0,013 | 5 0,97 0,052 








1600 13,12 | 11,23 | O18 | 0,015 | 4 32 1,38 0,092 
0114 | 0,015 | 062 | 1,56 0,079 





Max Dohrn, 


0,015 | 0,64 | 1,67 0,091 
11,90 0,017 0,64 | 4 1,52 0,087 
12,10 — | 0,015 | 060 | 4,34 1,69 | 0,096 
13,89 | 12,05 | 0,015 | 063 | 4,34 1,63 | 0,091 




















2000 | 13,48 | 11,74 | 0,143 0,014 | 059 | 5 | 2,16 0,082 
2000 13,76 | 11,71 | 0123 0015 | 063 | 0,89 0,058 
1600 | 12,90 | 1116 | 0,01 0,013 | 0,60 1,69 | 0,093 
66,3 | 2000 | 13,87 | 1235 | 0,121 | 0014 | 056 | 3, 7 | 121 | 0,060 
66,2 | 1600 | 1312 | 11,78 | 0,001 0,014 0,61 0,84 | 0,061 





13,71 | 11,75 | 0118 | 0014 | O60 | | 136 | 0071 
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Am schwierigsten wird es sein, die tiber die Zufuhr ver- 
mehrte Phosphorsiiureausscheidung zu deuten. Man kénnte 
annehmen, daf} die an den drei Versuchstagen verfiitterten 
10 g Nucleinsiure einen gesteigerten Zerfall von Nucleinen 
hervorrufen, deren Stickstoffanteile im Organismus verbleiben, 
wihrend die Phosphorsdure zur Ausscheidung gelangt. 

Ich bin mir bewuft, mit diesem Versuch nur einen Bei- 
trag zur bestehenden Frage zu liefern. Ich teile ihn mit, weil 
er einen Gegensatz zu den bisherigen Versuchen bildet. Er 
steht auch im Gegensatz zu den Versuchen von Schittenhelm 
an Tieren, und es erscheint mir wesentlich darauf hinzuweisen. 
Will man die Fermentversuche an tiberlebenden Organen iiber- 
haupt auf den lebenden Organismus iibertragen, so mu mit 
einer Sonderstellung ftir den Mensch gerechnet werden auf 
Grund der gefundenen Versuchsdifferenzen zwischen mensch- 
lichen und tierischen Organen. Da aber bereits Versuche mit 
tierischen Organen Zweifel in betreff ihrer Ubertragbarkeit auf 
natirliche Verhiiltnisse erregen miissen, wieviel mehr erst die- 
jenigen mit menschlichen Organen wegen der Schwierigkeit, die- 
selben frisch zu erhalten. Es ist nicht einzusehen, weshalb 
Mensch und Tier sich in bezug auf den Nucleinstoffwechsel 
gleichartig verhalten sollen, da doch die Endprodukte so ver- 
schiedene sind. Der mitgeteilte Versuch bestiatigt diese An- 
schauung. Das eine beweist der Versuch sicherlich, daB namlich 
meine Versuchsperson die verfiitterten Purinbasen nicht in der 
Harnstofffraktion ausscheidet. 





Bei dieser Gelegenheit méchte ich auf eine Hypothese tiber 
Bindung der Harnsaure im Gichtikerblut eingehen, die ich im 
vorigen Jahre!) publiziert habe. Es ist das Verdienst Min- 
kowskis, zuerst die Frage angeregt zu haben, in welcher Bindung 
diese Harnsiure im Blute zirkuliere. Er hatte sich dahin ausge- 
sprochen, dafi diese Bindungsweise eine andere als in der Norm 
sein kénnte, und dafi die Lésung jener Verbindung nicht an nor- 





') Zeitschrift fiir klinische Medizin, Bd. 74, Heft 5/6 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 10 
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maler Stelle von statten gehe. Weiter hatte Minkowski gesagt: !) 
«Es lag nahe, auch hier zuniachst an die Nucleinsaure zu denken, 
welche wir als Tragerin der Harnséurevorstufen, der Purin- 
basen, im Organismus kennen gelernt haben.» «Nach alledem 
méchte ich es nicht fiir unwahrscheinlich halten, daB, wie die 
iibrigen Purinverbindungen, so auch die Harnséure im Blute 
und in den Gewebssaften zunachst als Nucleinséureverbindung 
auftritt, und daf durch diese Paarung mit dem Nucleinsiure- 
rest nicht nur der Ubergang der Purinbasen in Harnsiure, 
sondern auch die Lésung und der Transport, sowie das weitere 
Schicksal der Harnséure im Organismus geregelt wird.» Auf 
der Suche nach einer greifbaren chemischen Unterlage fiir seine 
Hypothese lieS Minkowski von Seo?) in seinem Laboratorium 
Loésungen von nucleinsaurem Natron und harnsaurem Natron 
in bestimmten Verhaltnissen zusammenbringen. Daf diese er- 
haltenen Niederschliige nichts als Mischungen sein konnten, 
ist dann von Schittenhelm*’) auf Grund von Nachunter- 
suchungen mitgeteilt worden. 

Nachdem in den letzten Jahren unsere Kenntnisse tiber 
die Konstitution der Nucleinséure insonderheit durch die Ar- 
beiten von Levene bedeutende Fortschritte gemacht hatten, 
hatte ich die Theorie aufgestellt, daB im Blute des Gichtikers 
eine Nucleinséure zirkuliere, deren Purinanteil bereits zur Harn- 
siure oxydiert war. Ein derartiges Nucleotid war von mir in 
der angegebenen Arbeit formuliert worden. Diese Form einer 
Harnsaéurebindung im Blute stellt also neben der Minkowski- 
schen Hypothese eine zweite Hypothese dar. Wenn Min- 
kowski sagt‘) und durch Frank aus seiner Klinik mitteilen 
lafBt,°) dab jene von mir aufgestellte Theorie seinen theoretischen 
Erorterungen entspriache, so kann dies daher zu Mibverstand- 
') Die Gicht, Wien 1903. 

*) Archiv fiir experim, Pathol., Bd. 58, S. 75 (1907). 

°) Zeitschrift fiir experim. Pathol. u. Ther., Bd. 7, S. 110 (1910). 

*) Vortrag auf dem 4. Internat. Kongrefi f. Physiotherapie am 
29. Marz 1913. 

*) Archiv fiir experim. Pathol., Bd. 68, S. 349 (1912). 

Beiheft Nr. 10 zur Medizinischen Klimik (1912). 
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nissen fiihren. Denn ein Produkt, das man aus Nucleinsdure 
und Harnsaure darzustellen sucht, entspricht niemals meiner 
Hypothese. Diese kann sich daher nicht, wie Minkowski in 
dem zitierten Vortrag aussprach, mit seinen Anschauungen 
«ziemlich» decken. 

Nun hat Schittenhelm!’) meine Theorie fiir gewagt er- 
klirt, weil er eine derartige Verbindung bisher nirgends ge- 
funden habe. Es ist selbstversténdlich, daB mit den bisherigen 
Untersuchungsmethoden ein solches Nucleotid nicht aufzufinden 
war. Auf dem diesjihrigen deutschen Kongref fiir innere 
Medizin hat jedoch Bass aus dem Institut von Wiechowski 
iiber Versuche berichtet, in denen es ihm gelang, im Blute 
gesunder Menschen Purinbasen nachzuweisen, die an einen 
noch nicht naher charakterisierbaren Komplex gebunden waren. 
Es erscheint nicht gewagt, hier den ersten Beweis zu erblicken 
fiir das Vorhandensein von Nucleinséure im Blute — die erste 
Vorstufe zum fraglichen Nucleotid des Gichtikers. Es liegt mir 
vollig fern, von mehr als einer Hypothese zu sprechen, aber 
es besteht fiir einen Chemiker kein Grund, ein derartiges Nu- 
cleotid fiir gewagt zu halten; gar etwa lediglich deshalb, weil 
es bisher noch nicht nachgewiesen wurde. Selbstverstiandlich 
konnten Schittenhelm und Wiener das Produkt durch Ein- 
wirkung von Fermenten auf Nucleinséure und auf Guanosin 
nicht erhalten. Ein nur in pathologischen Zustanden statt- 
findender Prozef diirfte sich in Organextraktversuchen nicht 
bewerkstelligen lassen. Levene schrieb mir auf meine An- 
frage, dai gegen meine Formulierung nichts einzuwenden sei, 
und bestatigt meine Ansicht von der leichten Spaltbarkeit der 
Substanz. 

Minkowski hat schon die Frage aufgestellt, warum das 
mit Harnséure beladene Blut seinen Harnséureiiberschuf nicht 
durch die Nieren abgibt. Da eine Retention durch die Nieren 
allgemein abgelebnt wird, so muf, wie auch Magnus-Levy 
sagt,?) die Harnséure im Blute in irgend einer Form festge- 


‘) Zeitschrift fiir experim. Pathol. u. Ther., Bd. 12, S. 360 (1912). 
*) Deutsche med. Wochenschrift, Nr. 1 (1909). 


10* 
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halten werden. Wenn wir bedenken, dai bisher ein Beweis 
fiir die Form der zirkulierenden Harnsdure als Monourat ledig- 
lich durch Berechnungen'!) erbracht ist und durch die auf anfecht- 
barer Methode beruhenden Blutuntersuchungen, so ist die Be- 
hauptung, daf die Harnsdure im Gichtikerblute als Mononatrium- 
urat zirkuliere, ebenso nur eine Hypothese, wie das von mir 
formulierte Nucleotid. Die Hypothese von Minkowski diirfte 
auf Grund der Nachuntersuchungen von Schittenhelm hin- 
faillig sein, jedoch sehe ich noch keinen Beweis fir die 
Existenzunmdéglichkeit des von mir formulierten Produktes. 





'! Bechhold und Ziegler, Biochem. Zeitschrift, Bd. 20, S. 189 
(1909). — Gudzent, Zentralbl. fiir die ges. Physiol. u. Pathol., Nr. 8 (1910). 


Charlottenburg, den 4. Juni 1913. 














Beitrage zur Muskelchemie. 


Supplement zur IV. Mitteilung. 
Beobachtungen iiber die Warmetrocknung des Muskelgewebes 
einiger Seetiere. 

Von 
G. Buglia und A. Costantino. 


(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Juui 1913.) 


Als wir Untersuchungen am Muskelgewebe von Seetieren 
anstellten und dabei dessen Wassergehalt bestimmten,!) be- 
merkten wir wihrend des Trocknens der Muskelsubstanz (bei 
80—110°C., je nach den Fallen) Entwicklung von Ammoniak- 
geruch, der beim Muskelgewebe verschiedener Tierarten ver- 
schieden stark war und bei demselben Muskelgewebe um so 
stirker auftrat, je hoher die Temperatur stieg. 

Durch diese Beobachtung wurden wir veranlabt, einige 
Versuche zu machen, um festzustellen, ob wirklich wahrend 
der Warmetrocknung des Muskels ein Verlust von Stoffen mit 
basischer Reaktion eintritt, und um eventuell den Fehler fest- 
zustellen, den dieser Verlust bei der Schaitzung des Wasser- 
gehaltes des Muskelgewebes nach Warmetrocknung und bei der 
Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes des Muskelgewebes, 
wenn diese Bestimmung nicht am frischen oder bei niederen 
Temperaturen getrockneten Muskelgewebe gemacht wird, her- 
beifiihrt. Ein abgewogenes Quantum eines fein zerriebenen 
frischen Muskels wurde in ein Reagenzglas gebracht, das bis 
zum Halse in ein Olbad eintauchte, dessen Temperatur durch 
einen Quecksilber-Warmeregulator auf 100—102° erhalten 





‘1 G. Buglia und A. Costantino, Beitrage zur Muskelchemie, 
IV. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 439, 1912. 
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wurde. Wéihrend des Austrocknens dieses Muskelbreies ging 
ein Strom von mit Kalilauge und Schwefelséure gereinigter 
Luft durch das Reagenzglas und wurde in ein Gefa8 geleitet, 
das eine SéurelOsung von bekanntem Sauregehalt enthielt. Nach 
verschiedenen Zeiten wurde die Menge der neutralisierten Saure 
bestimmt. 

Die Versuche wurden gemacht am Muskelgewebe von 
Scyllium catulus, Octopus vulgaris und Sipunculus 


nudus. 
Scyllium catulus. Frischer Muskel, 13,819 g, Tem- 


peratur 100—102°. 











Dauer der Austrocknung in Stunden | ccm neutralisierter ®/s-HCl 
25 17,9 
88 6,6 
312 6,1 
Insgesamt . . . 425 30,6 











Octopus vulgaris. Frischer Muskel (des Mantels), 13,662 ¢. 
Temperatur 100—102°. 














Dauer der Austrocknung in Stunden | ccm neutralisierter ®/s-HCl 
24 2,0 
71 0,5 

Insgesamt .. . 95 2,5 


Sipunculus nudus. Frische Muskulatur, 15,477 g. Tem- 


peratur 100—102°. 
nn _________________ _] 








Dauer der Austrocknung in Stunden ccm neutralisierter ®/s-HCl 
30 2,0 
96 1,2 

Insgesamt . . . 126 3,2 





Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB wahrend der Aus- 
trocknung des Muskelgewebes einiger Seetiere bei der Tem- 
peratur von 100—102° Verlust von Stoffen mit alkalischer 
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Reaktion eintritt. Dieser Verlust ist erheblicher wihrend der 
ersten Stunden des Austrocknens, und bei den von uns der 
Untersuchung unterzogenen Tieren ist er am gréBten bei der 
Muskulatur von Scyllium catulus. Bei anderen Versuchen, 
die wir, stets bei der Temperatur von 100—102°, an den mit 
der Methode von Saxl!!) mittels Chlorammonium aus dem 
Muskelgewebe des Scyllium und des Octopus erhaltenen Muskel- 
proteinen machten, bemerkten wir keinen Verlust an Substanz 
mit alkalischer Reaktion. Es ist jedoch anzunehmen, da’ die 
oben erwahnten, alkalische Reaktion besitzenden Stoffe, die 
wihrend der Austrocknung des Muskelgewebes ausgeschieden 
werden, von der Zersetzung einiger sogenannter «Extraktiv- 
stoffe» herriihren. 

Bei Scyllium catulus konnte konstatiert werden, daf 
die Neutralisierung der Saure zum grofen Teil dem Ammoniak 
zuzuschreiben ist, das aus der Zersetzung des Harnstoffes, an 
dem die Gewebe dieser Tiere reich sind, herstammt. 

Wird dann die Temperatur des Olbades auf 110—112° 
erhoht, so verliert das Muskelgewebe von Scyllium sowohl 
als von Octopus Stoffe, die saure Reaktion haben (Fettséuren ?): 
dies wurde von uns konstatiert, als wir die Salzsdéurelésung 
(in die, wie oben bemerkt, die mit Kalilauge und Schwefel- 
siure gereinigte Luft nach Durchgang durch das das Muskel- 
gewebe enthaltende Gefa® geleitet wurde) durch eine titrierte 
Natronlauge ersetzten. 

Wahrend der Versuche mit der Trocknung des Muskel- 
gewebes von Scyllium catulus bei 100—102° beobachteten 
wir ferner, daf sich nach 3 oder 4 Tagen langsam auf der 
Innenflache des Geféfes ein Niederschlag von kleinen, weifen, 
nadelférmigen Krystallen bildet. Die wasserige Lésung dieser 
Krystalle reagiert nicht auf Lackmuspapier; alkalisiert und bis 
zum Sieden erhitzt, entwickelt sie Dampfe mit basischer Reaktion. 

Wir versuchten daraus das Chlorplatinat herzustellen, 
erhielten aber eine so kleine Menge, daf es uns nicht ermdglicht 
wurde, zu sicheren SchluBfolgerungen zu gelangen. 





') P. Saxl, Hofmeisters Beitr., Bd. 9, S. 1, 1996. 
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Die Krystalle entwickeln nach wiederholtem Waschen 
mit absolutem Alkohol bei der Einéscherung kohlenstoffhaltige 
Diimpfe und verbreiten einen eigentiimlichen Geruch. 

Aus den mitgeteilten Beobachtungen, deren weitere Ver- 
folgzung gewif von Interesse sein wiirde, ergibt sich also, daB 
wihrend des Trocknens bei 100—102 ° das Muskelgewebe einiger 
Seetiere Stoffe mit alkalischer Reaktion verliert, die von 
der Zersetzung von «Extraktivstoffen» herriihren. Bei der Tem- 
peratur von 110—112° beobachtet man auch Verlust von 
Stoffen mit saurer Reaktion. 

Der Verlust an denerwahntenStoffen waihrend des Trocknens 
des Muskelgewebes kann einen zu vernachlissigenden Fehler 
bei den Bestimmungen des trockenen Riickstandes und mithin 
bei Abschitzung des Wassergehaltes des Muskelgewebes her- 
beifiihren, weist jedoch zur Evidenz den nicht zu vernachlassigen- 
den Fehler nach, zu dem Bestimmungen des Gesamtstickstoffes 
fiihren wiirden, die an dem bei verhaltnismafig hohen Tempera- 
turen (100°) getrockneten Muskelgewebe gemacht werden. 
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Uber die nach den Methoden der Lecithindarstellung 
aus Pflanzensamen erhaltlichen Verbindungen. 


Il. Mitteilung. 
Vergleichende Hydrolyse von Eilecithin. 
Von 


Georg Trier. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1913.) 


Nachdem ich festgestellt hatte, dafS bei der Hydrolyse von 
Bohnensamenlecithin Aminoathylalkohol auftritt, suchte ich diese 
Verbindung auch in andefen Lecithinen nachzuweisen. Da mir 
nun aber zunichst keine andern Lecithinpriparate zur Ver- 
fiigung standen, mufte ich zu kauflichem Eilecithin §greifen. 
Gleichzeitig verband ich damit den Vergleich der Gewinnung 
von Glycerinphosphorsaure aus Pflanzenlecithin und Eilecithin, 
um der Ursache nachzugehen, weshalb die Gewinnung reiner 
Praparate von glycerinphosphorsaurem Baryum aus pflanzlichen 
Phosphatiden sich so schwierig gestaltet. 

Die Angaben iiber die stickstoffhaltigen Bestandteile des Ei- 
lecithins lauten widersprechend. Angaben von quantitativen Aus- 
beuten an Cholin finden sich in der Dissertation von Lidecke,') 
ferner in einer Arbeit von Malengreau und Prigent.?) 
Letztere Forscher haben, ebenso wie mehrere Vorginger, das 
Cholin als Platinat zur Wiagung gebracht. Sie verwendeten 
das Eilecithin Kahlbaum und reinigten es iiber die Cadmium- 
verbindung. Sie erhielten dann nach mehrstiindiger Hydrolyse 
mit "/10-Schwefelsaiure 95—96°/o des Gesamtstickstoffs als Cho- 





1) Lidecke, Zur Kenntnis der Glycerinphosphorséure und des 
Lecithins. Dissert. Miinchen 1905, 
*) Malengreau u. Prigent, Diese Zeitschr., Bd. 77, S. 107 (1912). 
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linplatinat wieder. Der Stickstoffgehalt ihres Praparates betrug 
aber nur 1,385 °/o. Liidecke bezeichnet die Bestimmung des 
Cholins als Platinat als nicht geeignet und wihlt einen eigen- 
artigen Weg, der Spaltung des Lecithins mit Pikrinséure und 
Wagung des Cholins als Pikrat. Er erhielt 15,05°/o Cholin an 
Stelle der fiir das «<ideelle Lecithin» berechneten 15,53 °/o, doch 
enthielt sein Praparat, welches ebenfalls tiber die Cadmium- 
verbindung gereinigt worden war, 2,4°/o N an Stelle der fir 
das «ideelle Lecithin» berechneten 1,8°/o N. 

Andere Untersucher haben nur kleinere Anteile des Ge- 
samtstickstoffs fiir das Cholin reklamiert. So gibt Mac Lean’) 
fiir Eilecithin 66 °/o, fiir Handelslecithin 80°/o, fiir die Cad- 
miumverbindung 75 °/o an. 

Andere Stickstoffverbindungen als Cholin sind meines 
Wissens aus Eilecithin nicht isoliert worden. Liidecke fand, 
dafi die Fettsauren reichlich Stickstoff enthalten, und fiihrt dies 
auf den Umstand zuriick, daf bei der Spaltung der Cadmium- 
verbindung mit Ammoncarbonat sich Ammoniak an ungesialtigte 
Fettsiuren anlagern kénnte, woraus sich auch der groBe Stick- 
stoffgehalt seines Praparats erkléren wiirde. Es ist in der Tat 
auffiallig, dafi die aus den Cadmiumverbindungen erhaltenen 
Lecithine oft (Ausnahmen siehe bei Malengreau und Prigent, 
Mac Lean) stickstoffreicher werden als das Ausgangsmaterial. 

Es ist aber nicht zu bezweifeln, da’ auch nicht tiber die 
Cadmiumverbindung gereinigte Praparate Stickstoff in der Fett- 
sdiurenfraktion gebunden enthalten, der auch bei langdauernder 
Hydrolyse und vollkommenem Auswaschen nicht entfernt wer- 
den kann. (Siehe bei Mac Lean.) 

Fiir meine Zwecke war eine Reinigung des Handelspra- 
parates weder notwendig, noch erwiinscht. Uber das von mir 
zuniichst verwendete Préiparat von E. Merck, Darmstadt, ur- 
teilt J. Bang,?) es sei «sehr unrein und zu wissenschaftlichen 
Zwecken vollkommen unbrauchbar> da es 2,05°/o N und 3,35°/oP 
enthalte. Das von mir untersuchte Praparat enthielt indessen 
1,85 °/o N und 3,67 °%/o P. 

‘) Mac Lean, Diese Zeitschr, Bd, 59, S. 223 (1909). 

*) J. Bang, Chemie und Biochemie der Lipoide. Wiesbaden 1911. 
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0,7382 g Substanz gaben 0,0971 g Mg,P,O, = 3,66°/o P 


0,6528 . » 0,0863 » » = 3,67°/o P 
0,5098 g a gaben nach Kjeldahl 0,00974.gN == = 1,91%0N 
0,6855 » > » 0,01224 » N = 1,79%/oN 
0,8591 » > . > » 0,01603 » N = 1,86°/o N 


Das Verhaltnis von P:N ist gleich 1:1,12; es ist nahezu 
1:1, wenn man vom Gesamtstickstoff jenen abzieht, der im 
Fettsaurenriickstand verbleibt und welcher offenbar zum P in 
keiner Relation steht. Auf diese Sachlage hat bereits Mac 
Lean hingewiesen. 

Das Praparat enthielt 3,5°/o Feuchtigkeit, auf welche bei 
nicht besonders getrockneten Portionen in der Berechnung 
Riicksicht genommen wurde. 

Nach einigen Vorversuchen wurden 81,20 g des Lecithins 
entsprechend 78,34 g Trockensubstanz mit 500 ccm 5°/oiger 
Schwefelséure 6 Stunden unter RiickfluBkiihlung hydrolysiert. 
Das von den gut ausgewaschenen Fettsiuren getrennte Filtrat 
wurde wiederholt mit Ather ausgeschiittelt, der Ather entfernt, 
die Lésung wieder auf 500 ccm gebracht und mit konzen- 
trierter Phosphorwolframsiure ausgefiallt. 

Die Fallung wurde mittels Baryt in bekannter Weise zer- 
legt, die erhaltene Basenlésung mit tiberschiissiger Salzséure 
versetzt und auf 200 cem gebracht. 


1. 10 ccm dieser Lésung enthielten 0.0509 g N 
2.10 » » > > 0,0506 » N 


Im Mittel also 0,1015 g N in 20 cem oder 1,015 g N in 
der ganzen Fillung; dies entspricht 70 °/o des gesamten Stick- 
stoffs.') Aus der eingedunsteten Lésung krystallisierte das salz- 
saure Cholin in mehrere Zentimeter langen schén ausgebildeten 
Nadeln. Schon diese Art des Krystallisierens spricht fiir grofe 
Reinheit des Cholins. Durch Fallung mit alkoholischer Subli- 
matlésung wurde das Cholin in das Quecksilberdoppelsalz tiber- 
gefiihrt und im Filtrat der Fiallung nach weiteren Basen ge- 
sucht. Solche waren nur noch spurenweise vorhanden, Colamin 





1) Unter den eingehaltenen Bedingungen diirfen 5—10 °%/o des Cho- 
lins der Fallung entgangen sein. 
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konnte hier nicht nachgewiesen werden. Es wurde aus der 
verdiinnten Losung durch Phosphorwolframsaure nicht gefiallt. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframsaurefillung wurde 
auf 600 ccm gebracht: 

1. 50 ccm enthielten 0.02138 g N 
2.50 » » 0,02069 » N 

In 100ccm waren also 0,04207 g N vorhanden, im ganzen 
Filtrat 0.2524 g N, entsprechend 17,42 °/o des Gesamtstickstoffs. 

Das Filtrat wurde mittels Baryt von den unorganischen 
Sauren (Schwefelsdéure, Phosphorsaéure, Phosphorwolframsiure) 
befreit, der tiberschiissige Baryt durch Kohlenséure entfernt 
und die L6ésung stark eingeengt. Dabei schied sich das in 
heifem Wasser schwer lésliche Baryumsalz der Glycerinphos- 
phorsdure in rein weifen Flocken aus. Es wurde dann wieder 
in Lésung gebracht und mit einem Uberschu8 von 95°/oigem 
Alkohol ausgefallt. Die Fallung wurde mit Alkohol und Ather 
gewaschen; sie trocknete zu einem schneeweifen leicht ver- 
reiblichen Pulver ein. In dieser einfachen Weise lieBen sich 
gleiche Préparate von glycerinphosphorsaurem Baryum aus 
pflanzlichem Material nicht darstellen. Damit ist also sicher- 
gestellt, daB es nicht in mangelhafter Darstellungstechnik liegt, 
wenn man aus Pflanzenlecithinen zunachst nur schwer trock- 
nende, gefarbte und ungemein hygroskopische Baryumsalze er- 
hilt. Es muff vielmehr im chemischen Bau dieser Lecithine 
liegen, dal sie bei gleicher Behandlung ungleiche Praparate 
liefern. 

Das Filtrat von der Alkoholfallung wurde angedunstet, nach 
Befreiung vom Alkohol zwecks weiterer Reinigung mit Blei- 
essig gefillt.1) Das Filtrat von dieser Fallung wurde mittels 
Schwefelwasserstoff entbleit; dann mute noch von etwas vor- 
handenem Cholin durch Fallen mit alkoholischer Sublimatl6sung 
befreit werden. Nach Entfernung des Quecksilbers wurde bei 
Gegenwart 5 °/oiger Schwefelsiure wieder mit Phosphorwolfram- 





‘) Hier wird noch ein Teil der Glycerinphosphorsaure gefallt. Durch 
die Behandlung mit Kohlenséure bei Gegenwart der alkoholischen Basen 
(Cholin, Colamin) wird die Glycerinphosphorsdure zum Teil an diese ge- 
bunden und entgeht der Alkoholfallung. 
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siiure, diesmal aber in ganz konzentrierter Lisung, gefallt. Die 
aus der Fallung regenerierten Basen wurden mit starker Salz- 
siure eingedunstet uud mit Goldlésung versetzt. Es entstand 
keine Fallung, nach einigem Stehen aber Krystallisation von 
gut ausgebildeten Colaminauratkrystallen. 

Eine erste Krystallisation dieses Aurats gab 49,25°/o Au 
und 35,20°/o Cl.) 

Berechnet fiir Colaminaurat C,H,ONAuC1, 49,17 °/o Au und 
35,36 °/o C1. 

Das Goldsalz schmolz bei 188—190° ohne Zersetzung. 
Auch aus dem Filtrat der Phosphorwolframfillung lie sich 
noch eine kleine Menge gut ausgebildeter Colaminauratkrystalle 
gewinnen, aber erst nach mehrfacher Umkrystallisation und 
Entfernung von ausgeschiedenem Gold. 

0,1377 g Goldsalz gaben 0,0678 g Au = 49,24°/o Au. 
Schmelzpunkt des Aurats 186-—--190°. 


Aus der beschriebenen Hydrolyse war zu entnehmen, daf 
auch im Eilecithin ein Teil der Alkoholbase in nichtmethylierter 
Form vorliegt. Die Ausbeute an Aminoathylalkohol (Colamin) 
war aber sehr gering, was an der sehr umstindlichen Dar- 
stellungsweise zu liegen schien. In einem weiteren Versuch 
wurde nun von der Verwendung der Phosphorwolframsaure, 
wie von der Jsolierung anderer Spaltungsprodukte abgesehen. 
Die Ausbeute stieg dann sogleich auf ein Vielfaches. Es wurden 
100 g des Merck schen Lecithins mit 1 ] 2!1/2°/oiger Schwefel- 
siure hydrolysiert. Die Art,2) wie verfahren wurde, habe ich 
schon mitgeteilt.) Es wurden dann ohne Schwierigkeit 2,5 g 
schon ausgebildeter Krystalle des Colaminaurats erhalten. Sie 
schmolzen ohne Zersetzung bei 188—190°, 

Spiter erhielt ich eine gréBere Menge eines anderen Ei- 
lecithins. Dieses Praparat enthielt 3,46°/o P und 1,66°/o N. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 498 (1912). 
*) Das Filtrat von den Fettséuren wurde mit Baryt und Bleiessig 
gereinigt, dann das Cholin durch Fallen mit Sublimat und Platinchlorid 


vollkommen entfernt. 
3) Diese Zeitschr., Bd. 76, S. 496 (1912). 
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1. 1,1179 g gaben 0,1422 g Mg,P,0, = 3,54%o P 
2.1,1674 > » 01488 » » = 342% P 
3. 1,6561 > 0,2084 >» >» = 842% P 
1. 1,4457 > » 0,02408 g N = 1,67%o N 
2. 1,2766 » » 0,02124 > N — 1,66%o N 


In diesem Praparat wurde die Menge des Colamins mittels 
des Apparats von van Slyke bestimmt und die Art seiner Bin- 
dung im Lecithinmolekiil festgestellt. 

2,6140 g des Lecithins wurden erst mit verdiinnter Kali- 
lauge gespalten, dann mit verdiinnter Schwefelsdure eine Stunde 
gekocht. Das Filtrat von den Fettsiuren wurde auf 50 ccm 


gebracht. 

1. 11,6 cem gaben 2,4 ccm N bei 18° und 714 mm = 0,21°/o0 Aminostickstoff 
2. 18,95 > Bt >» >» » » » » » =0,18% z 

3. 9,65 >» >» 20 >» » » » » » » ==O0,21%o 


Im Mittel wurden 0,20°/o Aminostickstoff erhalten. 
7,408 g Lecithin wurden mit 200 cem 1°/oiger Schwefel- 
siure 8 Stunden hydrolysiert, das Filtrat von den Fettsaéuren 


auf 60 ccm gebracht. 

1. 9,15 ccm gaben 4,04 ccm N bei 17° und 721 mm = 0,20°/o Aminostickstoff 
2. 9,25 _ CB ees es + & >» ees 

3,955 > » 45 » » » » » » » ==0,21% , 

Im Mittel wurden 0,21°/o Aminostickstoff erhalten. Man 
kénnte daraus folgern, dai das Lecithin 0,205 °/o Colaminstick- 
stoff oder 0,89°/o Colamin enthalte. Dieser SchluB ist aber, 
wie weitere Bestimmungen zeigen, noch keineswegs erlaubt. 
Bei der Spaltung mit Baryt geht namlich nur etwa die Halfte, 
also 0,1°/o Aminostickstoff in das Filtrat von den Baryumver- 
bindungen, und ihnliche Verhaltnisse zeigten auch die anderen 
in gleicher Richtung untersuchten Priéparate (aus Hafersamen 
und Erbsensamen). Nur von dem bei der Barytspaltung in 
das Filtrat tibergehenden Aminostickstoff darf man vorlaufig 
annehmen, dafi er dem vorhandenen Colamin entspricht. Von 
jenem Teil des Aminostickstoffs, der erst bei der Saurehydrolyse 
ins Filtrat von den Fettséuren gelangt, lat sich vorlaufig nicht 
angeben, ob er einer anderen Verbindung angehort oder einem 
Teil des Colamins, welches im Lecithin in einer nur durch 


Sauren abhydrolysierbaren Form vorliegt. 




















if 
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Ein Teil des Lecithins wurde in Ather gelést und mit 
einer verdiinnten LOsung von Natriumnitrit und verdiinnter 
Essigsaure im Scheidetrichter gut durchgeschiittelt. Hierauf 
wurde durch wiederholtes Auswaschen aie salpetrige Séure 
ganz entfernt. Die vollstandige Trennung der Schichten im 
Scheidetrichter liefi sich durch Zugabe von Kochsalz und Alko- 
hol bewirken. Das Lecithin wurde dann aus der alkoholisch- 
itherischen LOsung nach bekanntem Verfahren wiedergewonnen. 
Von dem so behandelten Lecithin wurden 1,367 g mit 60 ccm 
1°/oiger Schwefelsiure 71/2 Stunden unter Riickflubkiihlung 
gekocht. 

Das Filtrat von den Fettséiuren wurde auf 25 ccm gebracht. 
Eine Probe gab sowohl mit Phosphorwolframsiure, wie mit 
Wismutnatriumjodid starke Fallung; es waren also die Basen 
(Cholin) bei der Behandlung mit salpetriger Séure nicht ent- 
fernt worden. 

1. 9,55 cem gaben 1,2 ccm N bei 22” und 714 mm = 0,12°/o Aminostickstoff 
2.1145 > » 15 » » » 18° » 716 » =018% ‘ 

Im Mittel wurden also 0,12.°/o Aminostickstoff gefunden, 
wahrend das unverinderte Lecithin bei der Saurespaltung 0,20,°/o 
Aminostickstoff geliefert hatte. Die Differenz entfallt auf 
den Stickstoff des Colamins. Bei der Hydrolyse mit Baryt 
wurde auch tatsichlich diese Differenz (0,09°/o Aminostickstoff, 
siehe unten) erhalten. Ferner lief sich zeigen, da diese 
Aminostickstoffmenge wesentlich dem Colamin angehort. Damit 
scheint mir also bewiesen, dai das bei der Baryt- 
hydrolyse freiwerdende Colamin im Lecithin vermit- 
telst der Hydroxylgruppe gebunden ist, wiéhrend die 
Aminogruppe frei ist. (Die Bestimmung der freien Amino- 
gruppen im Lecithin selbst habe ich auch versucht, doch laBbt 
sich das weniger gut ausfiihren.) 

In einem weiteren Versuch wurde das Lecithin in éhn- 
licher Weise mit salpetriger Séure behandelt, dann aber mit 
Baryt gespalten. Die Menge des Aminostickstoffs ging, wie zu 
erwarten war, auf ein Minimum zuriick. 

10,67 g Lecithin wurden, wie oben beschrieben, im 
Scheidetrichter mit salpetriger Siure behandelt, die ausge- 
waschene alkoholisch-itherische Lecithinl6sung sodann in heibe 
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Barytlosung einflieben gelassen und 1 Stunde am siedenden 
Wasserbade belassen. Es wurde dann von den gut ausge- 
waschenen Baryumverbindungen getrennt, mit Schwefelsaure 
vom Baryt befreit und auf 70 ccm gebracht. 

1. 20 ccm gaben 0,9 ccm N bei 20° und 725 mm 

2.20 » » 2 a ©. &. 2 * 

Im Mittel 1,0 com N = 0,01,°/o Aminostickstoff. 
20 ccm enthiellen noch 0,0320 g N = 1,05°/o N. 

Der Gesamtstickstoff war also nur um wenig vermindert 
(siehe unten), die Lésung gab auch sehr starke Fallungen mit 
Phosphorwolframsaéure und Natriumwismutjodid (Cholin). Da- 
gegen war der Colaminstickstoff praktisch verschwunden. 

Von der Annahme ausgehend, da’ die Fillbarkeit des 
Lecithins durch Metallsalze wie Platin- und Cadmiumchlorid 
wesentlich eine Funktion der quaternéren Base (Cholin) ist, 
priifte ich, inwieweit die Behandlung mit Cadmiumchlorid eine 
Trennung des Cholin-Lecithins vom Colamin-Lecithin ermdglicht. 
Es wurde das Verhiltnis vom Gesamtstickstoff zum Colamin- 
stickstoff nach der Barythydrolyse ermittelt und konstatiert, dai 
sich im Filtrat von der Cadmiumfiallung das Colamin- 
Lecithin anhauft. 

2,580 g Lecithin wurde mit itberschiissigem Baryt eine 
Stunde am kochenden Wasserbad zersetzt. Gleichzeitig wurde 
auch die in alkoholischer Lésung mit alkoholischem Cadmium- 
chlorid erhaltene Fallung, sowie das Filtrat dieser Fallung samt 
Waschalkohol mit Barytwasser in gleicher Weise zersetzt. Zur 
Kontrolle wurde auch ein aliquoter Teil der alkoholischen Le- 
cithinlésung vor der Fallung mit Cadmium in gleicher Weise 
hydrolysiert. Die von den gut ausgewaschenen Riicksténden 
getrennten Lésungen wurden mittels Kohlensiure vom iiber- 
schiissigen Baryt befreit und dann auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. 

Das Hydrolysat von den 2,580 Lecithin wurde auf 60 ccm 
gebracht: 

1. 20 cem gaben 0,00946 g Gesamtstickstoff = 1,10°lo N 
2. 20 cem gaben im van Slykeschen Apparat 1,4 ccm N 
bei 20° und 724 mm = 0,76 mg Aminostickstoff = 0,09°/o. 
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Das Verhialtnis des Gesamtstickstoffs zum Aminostickstoff 
betraigt etwa 12:1. 

Der aliquote Teil der alkoholischen Lecithinlésung, die 
nachher mit Cadmium gefiallt wurde, 2,5 g Lecithin entsprechend, 
gab ein Hydrolysat, das auf 80 ccm gebracht wurde. 

1. 20 ccm gaben 0,00705 g Gesamtstickstoff = 1,11°/o N 
2.20 » » 1,0 cem N bei 20° und 724 mm 
3.20 » » 10 » N » 20 » 724 
= 0,54 g Aminostickstoff = 0,09°/o. 
Gesamtstickstoff: Aminostickstoff — 12; 1. 
Das Hydrolysat der Cadmiumfallung wurde auf 90 ccm 


gebracht: 

1. 20 ccm gaben 0,01135 g Gesamtstickstoff. 

2.20 » » 0,01126 g » 

3. 30 » » 1,7 ccm N bei 20° und 724 mm = 0,92 mg 


Aminostickstoff. 

Die Cadmiumfallung enthielt daher im ganzen 0,05085 g 
Stickstoff, davon 0,00276 g Aminostickstoff. Das Verhiltnis 
ist 18,4: 1. 

Das Hydrolysat vom Filtrat der Cadmiumfallung wurde 
auf 50 cem gebracht: 

1. 20 cem enthielten 0,00198 Gesamtstickstoff 

2. 9,05 ccm gaben 0,6 ccm N bei 20° und 724 mm 

3. 20 ccm . 12 » N >» » » » » 

Das Filtrat der Cadmiumfallung enthielt also bei 0,00495 g 
Gesamtstickstoff 0,00172 g Aminostickstoff. Das Verhiltnis ist 
hier 2,9; 1. 

Der nun folgende Versuch hatte vornehmlich den Zweck, 
die bei der Barytspaltung isolierbare Colaminmenge mit der 
aus den Bestimmungen nach van Slyke berechneten zu ver- 
gleichen. 

100 g Eilecithin wurden mit itiberschiissiger Barytlosung 
3 Stunden am kochenden Wasserbad zerlegt. Das Lecithin 
wurde in atherischer Losung langsam einflieBen gelassen. Durch 
mechanische Riihrung wurde fiir feinste Verteilung gesorgt. 
Nach vollkommenem Auswaschen der Baryumverbindungen 
wurde mittels Kohlensaiure der iiberschiissige Baryt entfernt, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXVI. 11 
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dann mit Bleiessig gefallt, von der ausgewaschenen Fiallung 
durch Filtration getrennt, mit Schwefelwasserstoff entbleit und 


das Filtrat vom Bleisulfid auf 200 ccm gebracht. 

1. 5 ccm enthielten 0,02236 g N = 0,89°/o N (auf das Lecithin berechnet) 

2.5 » > 0,02193 g N = 0,88°/o N 

3. 7,7» gaben 6,4 ccm N bei 20° und 720 mm (nach van Slyke) = 0,09%/ 
Aminostickstoff 

4. 9,3 cem gaben 7,4 ccm N bei 20° und 720 mm = 0,09°/o Aminostickstoff 


10 ccm wurden mit 0,3 ccm Schwefelséure versetzt und 
mit konzentrierter Phosphorwolframsaure gefallt. Die Fallung 
ist sehr voluminés und breiig. Sie enthielt 004145 g N — 
0,83 °/o N. 

Das Filtrat der Fallung enthielt 000327 N = 0,06°/o N. 

Die Phosphorwolframfallung zieht viel Wasser an sich, 
die Lisung wird dadurch so konzentriert, daB auch das Cola- 
min zum Teil ausfillt. Bei Gegenwart von viel Cholin wird 
daher das Colamin auch aus Lésungen gefallt, deren Gehalt an 
Colamin geringer ist, als seiner ermittelten Fallbarkeit entspricht. 

(Der Gehalt der Lésung an Colamin betrug hier nur 
etwa 0,04 °/o.) 

150 cem des Filtrats wurden nun weiter auf Basen ver- 
arbeitet. Es wurde in salzsaures Salz ubergefthrt, durch Be- 
handeln mit absolutem Alkohol von Baryumchlorid getrennt. 
Die organischen Chloride waren in Alkohol leicht léslich. Dann 
wurde in bekannter Weise mit Sublimat das Cholin entfernt. 
Die Quecksilberfillung enthielt ausschlieBlich Cholin. Ein ali- 
quoter Teil der Quecksilberfallung wurde in das salzsaure Salz 
iibergefiihrt, welches schon krystallisierte und, mit Goldlésung ge- 
fallt, bis in die allerletzten Fraktionen reines Cholinaurat enthielt. 
1. Krystallisation: 0,2805 g Aurat gaben0,1244 g Au=44,36°/o Au 

Aus der Mutterlauge gab eine 
2. Krystallisation: 0.4868 g Aurat.. .0,2160 g Au = 44,379/o Au 
3. Krystallisation: 0.3125 g Aurat .. . 0,1388 g Au — 44,42°/o Au 

Aus der Mutterlauge der 3. Krystallisation wurde noch 
eine kleine Menge einer 4. Krystallisation erhalten, die gleich 
den anderen Fraktionen beim raschen Erhitzen bei 262° schmolz. 

Aus dem ‘Filtrat der Quecksilberfallung wurde nach Ent- 
fernung des Alkohols das Sublimat auskrystallisieren gelassen. 
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Filtrat und Waschwiasser dieser Ausscheidung dienten zur Ge- 
winnung des Colamins. Die Ausscheidung selbst wurde mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und geprtift, ob sie noch organische 
Basen einschlieBe. Es wurde eine minimale Menge eines Chlor- 
aurats erhalten, das in feinen Néadelchen sich ausschied, erst 
sehr unscharf zwischen 150—160°, dann nach dem Umkry- 
stallisieren aus starker Salzséure gegen 190° schmolz und so- 
mit wahrscheinlich nur aus einem kleinen Rest hier zuriick- 
gebliebenen Colamins bestand. Es liefen sich also auch hier 
die Zwischenprodukte der Methylierung von Colamin zum Cholin 
nicht nachweisen. 

Die vom Quecksilber befreite Colaminfraktion wurde ein- 
gedunstet, mit Wasser aufgenommen, mit Tierkohle ganz ent- 
farbt und dann auf 100 ccm gebracht. Sie sollte nach obiger 
Bestimmung noch 0,0675 g Aminostickstoff enthalten. 

Gefunden wurden nur noch 0,0594 g. 

10 ccm gaben nach van Slyke 11,0 ccm N bei 21° und 
726 mm = 0,00594 g Aminostickstoff. AuBerdem schien noch 
etwas Stickstoff in anderer Form vorzuliegen, denn 10 ccm 
gaben 0,00731 g Gesamtstickstoff. 

50 cem der LoOsung wurden eingedunstet und bei Gegen- 
wart von konzentrierter Salzséiure mit Goldlisung versetzt und 
krystallisieren gelassen. Diese 50 ccm mit 0,0297 g Amino- 
stickstoff sollten 0,8503 g Colaminchloraurat liefern. Es schieden 
sich aus dem dicken Sirup an gut ausgebildeten Krystallen 
0,443 g Colaminaurat aus. Es war also etwas mehr als die 
Hialfte der berechneten Menge auskrystallisiert. Daf in der 
glycerinhaltigen sirupdsen Lésung tiberhaupt eine Krystallisation 
erfolgt, ist nur dem ausgezeichneten Krystallisationsvermigen 
des Aurats zu danken. Es ist kaum zu bezweifeln, daB die 
berechnete Colaminmenge hier auch vorhanden war. Die An- 
nahme, daf der bei der Barytspaltung ermittelte Aminostick- 
stoff wesentlich oder ausschlieBlich auf das Colamin zu beziehen 
ist, erscheint somit gerechtfertigt. 

Nach Umkrystallisation aus starker Salzsiure wurden gut 
ausgebildete Krystalle erhalten. 

0,2766 g gaben 0,1356 g Au = 49,03 Au 
1i* 
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Fir Colaminoaurat C,H,ON - AuCl, berechnet 49,17 ,/o Au. 
Schmelzpunkt 188°. 

Von den bei der Barytspaltung ins Filtrat tibergegangenen 
Stickstoffverbindungen konnten nur Colamin und Cholin aufge- 
funden werden. Das letztere konnte fast quantitativ in Form 
des Chloraurats gewonnen werden. Nach den quantitativen 
Bestimmungen enthielt das Filtrat nach der Bleifallung namlich 
noch 0,8°/o N als Cholin. Die 200 ccm sollten 6,9 g Cholin 
geben; aus der Menge des erhaltenen Chloraurats berechnet 
sich die isolierte Cholinmenge auf 6,6 g. 

















, 
eS GE POR RRE 


j 
; 
f 
f 
& 











: 
: 
‘ 
4 
4 


re 


Uber die nach den Methoden der Lecithindarstellung 
aus Pflanzensamen erhaltlichen Verbindungen. 


III. Mitteilung. 


Hafersamen. 
Von 


Georg Trier. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1913.) 


Aus 20 kg Hafermehl erhielten E. Schulze und U. Pfen- 
ninger!) ca. 200 g Phosphatid, das durch Extraktion des 
nicht entfetteten Mehles mit 95°/oigem Alkohol und Reinigung 
nach dem Verfahren von E. Schulze?) gewonnen worden war. 
Das Phosphatid selbst ist nicht analysiert worden, doch abt 
sich auf Grund der angegebenen Ausbeute und einiger Be- 
stimmungen, die ich im Filtrat von der Phosphorwolframsaure- 
fallung des Hydrolysats ausfiihrte, ein Bild von seiner Zusam- 
mensetzung machen. Bei der Spaltung mit verdiinnter Schwefel- 
sdure wurde in der Phosphorwolframsiurefallung neben Cholin 
eine kleine Menge Betain (Glykokollbetain) erhalten.') 

Zur Priifung auf etwa vorhandene Kohlenhydrate tibergab 
mir Herr Prof. E. Schulze das Filtrat von dieser Phosphor- 
wolframfallung. Das Filtrat wurde auf 2 | gebracht. 

50 ccm enthielten noch 0,00605 g N 
100 » » » Q,01152> » 

Das Filtrat enthielt also noch 0,246 N, das ist etwa 

0,12°/o des urspriinglichen Phosphatids. Ein Teil dieser L6sung 


'!E Schulze und U. Pfenninger, Diese Zeitschrift, Bd. 71, 


S. 174 (1911). 
*) E. Schulze. Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 338 (1908). 
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wurde aufgehoben und spater auf Aminostickstoff und redu- 


zierende Substanz (nach Bertrand) untersucht. 
1. 9,5 ccm gaben bei 20° und 725mm 1,9 ccm N 
2.9.7 >» » » 20° » 725 » 23 >» >» 


Dies entspricht im Mittel 0,00119 g Aminostickstoff in 
10 ccm = 1 g Phosphatid; also 0,12°/o Aminostickstoff. 
Es dirften also hier im Filtrat nur Aminoverbindungen 


vorhanden gewesen sein. 
20 eem des Filtrats wurden auf 200 cem verdiinnt. Von 


dieser L6sung verbrauchten: 
1. 20 ccm = 4,1 ccm KMn0O, 
2.20 >» = 42 > : 

1 ccm KMnO, entsprach 9,83 mg Cu, 20 ccm = 0,2 g 
Phosphatid enthielten demnach 21,57 mg Zucker als Galaktose 
berechnet, entsprechend 10,78°/o Galaktose. 

Die Hauptmenge des Filtrats wurde mit reinem Baryt 
neutralisiert. Von den Baryumsalzen der Schwefelséure, Phos- 
phorséure und Phosphorwolframséure wurde abfiltriert und 
das Filtrat in mehrere Teile geteilt. In einem Anteil wurde 
nach der Vorschrift von Tollens und Mitarbeitern') die zum 
Sirup eingedunstete Lésung mit Salpetersaéure (1,15) oxydiert 
und Schleimséure nachgewiesen. Das umkrystallisierte Produkt 
schmolz bei 216—-218°. Die Schleimséure zeigt das Vorhanden- 
sein von Galaktose an. Ein anderer Teil des Sirups wurde 
mit Methylalkohol gekocht, der in Lésung gegangene Anteil 
mit Ather gefillt, die Fallung wieder mit Methylalkohol auf- 
genommen und mit Ather gefallt und nun nach der Angabe 
von Neuberg und Marx?) in das schwer lodsliche a-Methyl- 
phenylhydrazon tbergefiihrt. Zum Vergleich wurde reinste 
Galaktose von Kahlbaum ebenfalls in das a-Methylphenyl- 
hydrazon iibergefiihrt. Beide Praparate verhielten sich voll- 
kommen gleich. Sie zeigten im Gemisch keine Schmelzpunkt- 
depression. Der Schmelzpunkt lag bei 190—191°, wie ihn 
Neuberg und Marx, sowie Frankel*) angeben. Bei sehr 


') Kent und Tollens, Annal. d. Chem., Bd. 227, S. 221 (1885). 
— Creydt und Tollens, Annal. d. Chem., Bd. 232, S. 205 (1885). 

*) Neuberg und Max, Biochem. Zeitschr., Bd. 3, S. 531 (1907). 

’) S. Frankel, Biochem. Zeitschr., Bd. 26, S. 41 (1910). 
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schnellem Erhitzen schmolzen die mehrfach umkrystallisierten 
Hydrazone noch etwas hoher, namlich bei 193—195°. 

Der bei der ersten Extraktion mit Methylalkohol ver- 
bliebene Riickstand wurde in Wasser gelost, filtriert und mit 
Alkohol ausgefallt. Das Auflésen in Wasser und Ausfiaillen 
mit Alkohol wurde dann noch dreimal wiederholt. SchlieBlich 
wurde das so gewonnene reinweife Pulver im Vakuumexsik- 
kator getrocknet. Es sollte nach der Darstellung glycerin- 
phosporsaures Baryum sein. 

0,2450 g wurden in 5 ccm Wasser geldst. Sie zeigten 
im 1 dm-Rohr bei 20° eine Drehung von + 0,21°. 

ap = + 4,3° 

0,2629 g des Baryumsalzes wurden bei 130° getrocknet. 

Sie gaben 0,1439 g BaSO, = 382,22°/o Ba. 


(),2247 g tiber Schwefelsdure getrocknet gaben 0,1239 g BaSO, = 31,730 Ba. 


0,1880 g bei 105—110° getrocknet wurde mit Soda und 
Salpeter verbrannt, dann mit Molybdat und mit Magnesia- 
mixtur gefallt. Es wurden 0,0657 g Mg,P,0, erhalten = 9,73°/oP. 
Wasserfreies glycerinphosphorsaures Baryum C,H,PO,Ba ent- 
halt 44,69°/o Ba und 10,08°/o P. 

Ein wasserfreies glyceringlykolphosphorsaures Baryum der 
Formel (C;H,,P0,)},Ba 


CH,OH 

(HOH 

CH, —O—PO—O- CH,—CH,OH 
Oo. 
a 

CH, — O—PO—O- CH, —CH,OH 

CHOH 

CH,OH 


verlangt 24,20°/, Ba und 10,92°/o P. 

Es diirfte hier ein Gemisch wasserhaltiger Baryumsalze 
der Glycerin- und der Glyceringlykolphosphorsiéure vorliegen. 
0,22 g des Baryumsalzes gaben keine Spur einer Reduktion 
von Fehlingscher Losung nach der Hydrolyse mit Schwefelsaure. 
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Es wurden nun aus zwei verschiedenen Hafersorten nach 
verschiedenen Verfahren «Phosphatide» hergestellt und unter- 
sucht. Der Hafer kam als feiner Gries zur Extraktion. In dieser 
Form 1a8t er sich am besten verarbeiten. Die beiden Sorten sollen 
als Hafergries A und Hafergries B auseinandergehalten werden. 


a) Hafergries A.') 


Durch Extraktion mit einem Gemisch von Methylalkohol 
und Benzol werden die Lipoide sehr vollkommen herausgelost. 
Der Extrakt enthalt viel schleimige Stoffe; er ist sehr 
dunkel und 1laft sich schwer verarbeiten. Es wurde nur eine 
Probe dieses Extraktes verarbeitet, da es sich zeigte, dafi dieses 
Extraktionsverfahren fiir meine Zwecke wenig geeignet war. 
Diese Probe wurde mit Ather aufgenommen und in iitherischer 
Lésung durch wiederholtes Ausschiitteln mit Wasser von wasser- 
léslichen Stoffen gereinigt. Aus der getrockneten und stark 
eingeengten Lésung fiel erst nach Zusatz einer sehr grofen 
Acetonmenge ein fast schwarz gefarbtes Ol, welches nach Ent- 
fernung der Fette, Cholesterine etc. noch oftmals mit Aceton 
behandelt wurde, worauf es die Konsistenz des «Lecithins» 
annahm. Durch Auflésen in Ather und Wiederausfillen mit 
Aceton wurde die Farbe des Produkts kaum heller. Bei der 
Analyse des zweimal mit Aceton gefallten Produkts wurden 
folgende Werte erhalten: 

0,8068 g gaben 0,0843 g MgP,O, = 2,92°o P 
0,9224> » 0,0887>. >» 2.68°/o > 
Mittel = 2,80°%o P. 
0,5955 g gaben 0,00658 g N = 1,10°/o N 
0,7926 >» » 0,00886> » = 1,12°%o » 
ee. Mittel = 1,11°/o N. 


') Angaben iiber Lecithin und atherlésliche Phosphorverbindungen 
im Hafer: Tépler, Jahresbericht f. Agrikulturchemie, 1861—1862, S. 57. 
— E. Schulze und E. Steiger, Diese Zeitschrift, Bd. 13, S. 365 (1889). 
— Stellwag, Landw. Versuchsstat., Bd. 37, S. 135 (1890). — Stoklasa, 
Sitzungsber. d. Wiener Akad., Bd. 104 (1895). — E. Haselhoff, Land- 
wirtsch. Versuchsstat., Bd. 66, S. 161 (1904). — A. Stutzer, Biochem. 
Zeitschr., Bd. 7, S. 471 (1907). — Vageler, Biochem. Zeitschr., Bd. 17, 
S. 189 (1909). — S. Lewoniewska, Anzeig. Akad. Krakau, 1911 B. S. 83. 
— E. Winterstein und O. Hiestand, Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 288 


(1908). 7 
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2,460 g mit 1°/oiger Schwefelsdure 8 Stunden hydrolysiert, 
gaben einen Riickstand, der 0,00318 g N enthielt = 0,13°/o N. 
3,6113 g mit 100 ccm 1°/oiger Schwefelsiure 8 Stunden unter 
RiickfluB gekocht, gaben 2,362 g Fettséuren -= 65,3°/o. Das 
Filtrat der Fettsaéuren auf 80 cem gebracht, gab: 

10 ccm enthielten 0,0048 Gesamtstickstoff — 1,06°/o N. 
20 ccm wurden bei Gegenwart 5°/oiger Schwefelsiure mit 
Phosphorwolframsaure gefallt; die Fallung enthielt 0,0072 g N 
= 0,80 °/o N. 

10 ccm gaben 1,7 ccm N (nach van Slyke) bei 18° und 726 mm 
== 0,20°/o Aminostickstoff. 

9,75 ccm gaben 1,6 ccm N bei 18° und 726 mm = 0,20°/o Aminostickstoff. 
10 ccm verbrauchten 6,6 ccm KMnO, (Zuckerbestimmung nach Bertrand). 
10 » , 69 » » 

1 ccm KMnO, = 9,83 mg Cu; 6,75 ccm KMnO, = 66,35 mg Cu 
= 33,75 g Galaktose. 

Als Galaktose berechnet ergibt sich im Mittel 7,9°/o 
«Zucker». Das Praparat enthielt weniger Stickstoff, als dem 
Phosphorgehalt entspricht. P:N —1:0,88. Vom Stickstoff 
entfallt nur etwa °/1 auf das Cholin. 

Eine gréfere Partie Hafergries (15 kg) wurden nun zuerst 
mit Ather entfettet und dann mittels des Methylalkohol-Benzol- 
gemisches extrahiert. Der Atherextrakt ist hellgelb gefirbt. 
Er wurde mehrere Wochen ruhig stehen gelassen; dabei schieden 
sich schwerere Anteile ab. Die leichtere Fettlésung wurde 
Ofters abgeschiittet, die zuletzt zuriickgebliebene Masse auf 
Lecithin verarbeitet. Es wurden auf diese Weise (Aceton- 
fallung usw.) nur ganz geringe Phosphatidmengen erhalten, die 
nicht untersucht wurden. 

Der Methylalkohol-Benzolextrakt enthielt sehr viel Schleim- 
stoffe, die die Reinigung sehr erschwerten. Der Extrakt wurde 
in mehreren Scheidetrichtern mit einem groBen Uberschuf an 
Petrolather wiederholt behandelt, bis sich dieser kaum mehr 
anfarbte. Die vereinigten petrolitherischen Ausziige wurden 
dann in mehreren Portionen in einem grofen Perkolator mit 
Wasser kontinuierlich ausgewaschen. Das Wasser floB, durch 
eine Brause verteilt, als feiner Regen durch die in einem grofen 
UberschuB des Petrolathers gelésten Lipoide. Emulsionen traten 
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dabei entweder gar nicht auf, oder konnten rasch durch Zusatz 
von etwas Alkohol und Kochsalz beseitigt werden. Die petrol- 
aitherischen Lésungen wurden vom Lésungsmittel ganz befreit 
und mit Aceton aufgenommen. Es fiel ein dickes, dunkles Ol 
aus, welches nach wiederholtem Durchkneten mit immer neuen 
Acetonmengen die Konsistenz des «Lecithins» annahm. Es 
wurde dann in Athylather gelést und noch einmal mit Aceton 
gefallt und griindlich mit Aceton ausgewaschen. Das so erhaltene 
«Phosphatid» bildet eine sehr dunkle lecithinartige Masse, die 
im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiure ganz fest wurde. 


Die Ausbeute aus 15 kg Hafergries betrug etwa 200 g. 
1,7186 g gaben 0,2062 g Mg,P,0, = 3,34°/o P 


1,2260> » 0,1494> » = 339% » 
13729» » 0,02296g N — 1,67°%o N 
19716 > »  0,03285 > >» = 1,66% >» 


10,6185 g wurden mit 150 ccm 1°/oiger Schwefelséure 
7 Stunden unter RiickfluB gekocht. Das Filtrat von den Fett- 


siiuren wurde auf 100 ccm gebracht: 
10 ccm gaben 0,01643 g Gesamtstickstoff = 1,55°/o N 


10 > >  0,01574 » > == 1,48%o » 
20 >» »  0,02356 » durch Phosphorwolframsaure fallbaren Stickstoff 
=: 1.11%. Wi. 


7,3.cem gaben 3,6 ccm N (nach van Slyke) bei 18° und 723 mm 
== (,25° Aminostickstoff. 
7,7 > »  $8,6ccem N (nach van Slyke) bei 18° und 723 mm 
= 0,24" Aminostickstoff. 
5 cem gaben 6,2 com KMn0O, 
5b» » 62 » . 
entsprechend 60,95 mg Cu = 6,2°/o Galaktose. 
13,90 g mit 150 ecem 5 °/oiger Schwefelséure unter Riick- 
flu{ gekocht, gaben 8,6790 g Fettsiiuren — 62,44 °/o Fettséuren. 
13,30 g wurden 2 Stunden mit konzentrierter Barytlosung 
am Wasserbad gekocht. Das Filtrat wurde mittels Schwefel- 
siure vom Baryt befreit und schlieBlich auf 60 ccm gebracht: 
10 ccm gaben 0,00263 g Gesamtstickstoff = 1,19°/o N 


10 > , 0,00270 » » == 1,22°%o >» 

Y5 » » 4.8 ccm N bei 20° und 723 mm = 0,12°'o Aminostickstoff. 
8.8 >» » 52 >» » » 20° » 723 » =0,13°%o . 

5 » verbrauchten 9,1 com KMnO, 

5 > 95 >» > 


93 » KMnO, = 93mg Cu = 51 mg Galaktose = 4,61°/o Galaktose. 
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45,0 g wurden in Ather gelist und in eine siedend heife 
Barytlésung langsam einflieBen gelassen. Nach etwa 3 stiindigem 
Kochen am Wasserbade unter mechanischer Riihrung wurde 
durch Glaswolle filtriert und die Baryumverbindungen wieder- 
holt gut ausgewaschen. 

Die Baryumverbindungen wurden auf Stickstoff untersucht. 

Ein aliquoter Teil, entsprechend 3,40 g des Phosphatids, 
gab 0,0060 g N = 0,17°%o0 N. 

Ein anderer Teil, entsprechend 4,006 g des Phosphatids, 
gab 0,0073 g N = 0,18°%o N. 

Ein Teil der Baryumverbindungen, entsprechend 10,72 g 
des Ausgangsmaterials, wurde mit 200 ccm 3,5°/oiger Salzsiure 
2 Stunden unter RiickfluBkiihlung zersetzt. Das Filtrat von den 
Fetisaéuren wurde auf 100 cem gebracht: Es gab mit Wismut- 
jodidjodnatrium keine Fiallung, enthielt also kein Cholin mehr. 

20 ccm gaben 0,00103 g N = 0,05 °/o N 

18.1: » O,8ccm N (nach van Slyke) bei 20° und 717 mm 
= 0,02°o Aminostickstoff. 

10 >» verbrauchten 1,1 cem KMnO, 


10 » D 13 » » 
entsprechend 10,8 mg Cu = 5,6 mg Galaktose = 0,52°/o Galaktose. 


Das Filtrat von den Baryumverbindungen wurde vom 
iiberschiissigen Baryt durch Kohlenséure befreit, dann stark 
eingeengt und mit barythaltigem Alkohol ausgefillt. Die Fiallung 
wurde abfiltriert und auf Baryumglycerophosphat verarbeitet. 
Das Filtrat wurde vom Alkohol befreit, dann vom Baryt, ein- 
geengt und mit Bleiessig gefallt. Das Filtrat von der Bleifillung 
wurde mit Schwefelwasserstoff entbleit und unter Zusatz von 
Alkohol und starker Salzsiure eingedunstet und im Exsikkator 
getrocknet. 

Mit Alkohol aufgenommen gingen alle organischen Basen 
in Lésung. Salzsaures Betain war also nicht vorhanden. Der 
in Alkohol nicht geléste Anteil gab nach dem Entfirben mit 
Tierkohle nur unorganische Salze. (Hauptsiichlich Kochsalz, 
von der Reinigung des Phosphatids herriihrend.) 

Die alkoholische LoOsung der salzsauren Basen wurde mit 
alkoholischer Sublimatlésung gefallt. Die Fillung gab nach Ent- 
fernung des Quecksilbers ein in langen Nadeln krystallisierendes 
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salzsaures Salz, das aus Cholinchlorid bestand. Eine Probe des 
Salzes wurde mit Goldlésung ganz ausgefallt und die nach der 
Umkrystallisation sich ausscheidenden Aurate analysiert. 

1. Krystallisation: 0,2610 g Aurat gaben 0,1159 g Au = 44,44°%o Au. 


2. , : (Mutterlauge der 1.): 0,2093 g Aurat gaben 0,0930 g Au 
= 44.43°Jo Au. 

3. > : (Mutterlauge der 2.): 0,1388 g Aurat gaben 0,0617 g Au 
= 4445°/o Au. 


Eine 4. Krystallisation konnte noch auf den Schmelzpunkt 
gepriift werden. Alle Krystallisationen schmolzen bei raschem 
Erhitzen bei 264—266° unter Zersetzung; die Aurate krystal- 
lisierten in feinen Nadeln, die in Wasser sich schwer losten. 
Fiir Cholinaurat berechnet sich Au = 44,50°/o. Betain konnte 
hier also nicht vorhanden sein, noch weniger andere Betaine, 
deren Chloraurate noch weniger Au enthalten. (Trigonellin 41,33 
und 37,7°/o, Stachydrin 40,82, Betonicin und Turicin 39,53.) 

Um die Priifung auf etwa vorhandene Betaine (Betain 
oder Trigonellin) noch scharfer zu gestalten, wurde die Haupt- 
menge des gut getrockneten Cholinchlorids mit Alkohol extra- 
hiert, die zuletzt in Lésung gegangenen Anteile, in denen sich 
das Betain oder Trigonellin anhaiufen miifte, fiir sich genommen. 
Auch diese letzten Anteile enthielten reines Cholin: 

0,1788 g Aurat gaben 0,0792 g Au = 44,30°o0 Au. 

Schmolz bei raschem Erhitzen bei 267° unter Zersetzung. 

Eine Probe von 0,310 g Cholinchlorid gab im van 
Slykeschen Apparat 0,9 ccm N bei 21° und 714 mm ent- 
sprechend 0,00208 g Aminostickstoff, entsprechend 0,0033 g 
salzsaures Colamin. Die Cholinfraktion diirfte demnach etwa 1°/o 
salzsaures Colamin enthalten haben. Aus den obigen Bestim- 
mungen laBt sich ein Cholingehalt des Priparats, entsprechend 
1,1°/o N des Phosphatids berechnen, das ist in 45 g des Aus- 
gangsmaterials etwa 0,5 g Cholinstickstoff oder 4,3 g Cholin. 
In Form des analysenreinen Aurats wurden etwa 0,36 g Cho- 
linstickstoff oder 3,1 g Cholin erhalten. Die Ausbeute betragt 
also etwa 72°/o der berechneten. 

Das Filtrat von der Quecksilberfallung wurde durch Ein- 
dunsten vom Alkohol, dann von dem aus dem Wasser aus- 
krystallisierenden Sublimat befreit. Die wisserige L6sung wurde 
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dann mit Schwefelwasserstoff behandelt, das Quecksilbersulfid 
entfernt, die salzsaure LOsung ganz eingedunstet, mit Tier- 
kohle entfarbt und auf 40,0 ccm gebracht. 

9,0 ccm dieser LOsung gaben 9,2 ccm N bei 18° und 
723 mm = 0,0049 g Aminostickstoff. 26 cem der Lésung von 
40 ccm, welche demnach 0,01417 g Aminostickstoff enthielten 
und 0,4057 g Colaminaurat hatten liefern kinnen, wurden ein- 
geengt und mit Goldlosung versetzt. Es entstand keine Fallung. 
Es wurde konzentrierte Salzsaure zugesetzt und krystallisieren 
gelassen. Im ganzen schieden sich aus der sirupésen Mutter- 
lauge 0,310 g Aurat aus. Es konnten also mehr als */4 der 
berechneten Menge gewonnen werden. Der nach den zahl- 
reichen Operationen noch vorhandene Aminostickstoff gehdrt, 
wie aus obigen Zahlen zu ersehen ist, wohl ausschlieflich dem 
Colamin an. Es diirfte also der bei der Barytspaltung ins Fil- 
trat eingehende Aminostickstoff ausschlieBlich oder doch wesent- 
lich jener des Colamins sein. 

Zur Analyse ist es wiinschenswert, recht grobe Krystalle 
des Aurats zu gewinnen, da sonst beim Auswaschen zu grobe 
Verluste entstehen. Nach mehrfachen Krystallisationsversuchen 
wurden gut ausgebildete Krystalle von tiber 1 cm Linge er- 
halten. Diese wurden abgesaugt, mit starker Salzséure ausge- 
waschen und iiber Schwefelsaéure getrocknet. Schmelzpunkt 
188—190° ohne Zersetzung: 

0,1938 g gaben 0,0950 g Au = 49,02°/o Au. 
Fiir Colaminchloraurat berechnet = 49,17°/o 

Die nach Entfernung der unléslichen Baryumverbindungen 
durch Behandeln mit barythaltigem Alkohol erhaltene Fallung 
wurde in Wasser geldst, mit Kohlensaéure behandelt, eingeengt, 
vom Baryumcarbonat abfiltriert und wieder mit Alkohol gefallt. 
Die Fallung wurde mit Alkohol und Ather gewaschen und dann 
liber Schwefelsiure getrocknet. Sie verwandelte sich in eine 
bernsteinaéhnliche, sehr hygroskopische Masse, die nach der 
Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsadure eine geringe Reduk- 
tion der Fehlingschen Lésung gab. Sie wurde daher noch 
einmal in Wasser gelést und mit Alkohol gefallt, mit Alkohol 
und Ather gewaschen. Die urspriinglich weifSe Fallung fiarbte 
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sich beim Trocknen schnell braun und trocknete schlieBlich 
auf einer Glasplatte im Exsikkator zu durchsichtigen braunen 
Blaittchen ein. 0,4280 g des Barymsalzes lésten sich in 2 ccm 
Wasser leicht auf und gaben auch nicht spurenweise Reduktion 
der Fehlingschen L6ésung nach der Hydrolyse. 
0,6462 g des Baryumsalzes bei 105° getrocknet gaben 0,4678 g BaSO, 
= 42.61 Ba. 
0,5582 g tiber Schwefelsaure im Exsikkator getrocknet gaben 0,3987 g BaSO, 
= 42,04°% Ba. 
0,5116 g des Baryumsalzes gaben 0,3567 g Glihriickstand (Pyrophosphat) 
= 69,72 %o. 
Theorie fiir C,H,PO,- Ba-'/2H,O = mio °/o Ba, 70,91°o Glihriickstand. 
Fir C,H,PO,-Ba-1H,O = 42,22% Ba, 68,94°/o Glihriickstand. 
Wahrend die hier beschriebenen Praparate aus Hafergries 
A sehr dunkle, dabei lecithinaéhnliche Phosphatide darstellten, 
wurden aus dem in viel schonenderer Weise extra- 
hierten Hafergries B ganz andere Praparate erhalten. 
Es war zu entscheiden, ob dieser grofe Unterschied nur 
in der verschiedenen Art der Extraktion oder in der Natur der 
verwendeten Hafersorte lag. Der Unterschied lag nur in der 
Art der Extraktion. Einmal konnte gezeigt werden, dafi auch 
bei der Hafersorte B bei erhdhter Temperatur schleimige Stoffe 
in LOsung gingen, die die Reinigung der Praparate erschwerten, 
anderseits stellte sich heraus, dafi bei gelinder Extraktion 
auch der Hafergries A nahezu farblose Praparate lieferte, die 
in der Zusammensetzung, soweit untersucht, den in gleicher 
Weise aus Hafergries B erhaltenen sehr &hnlich waren. 
1,260 kg nahezu wasserfreier Hafergries (A) wurde zweimal 
mit 92°/oigem Alkohol bei 40—50° behandelt. Die alkoholische 
Loésung wurde abgesaugt, der Alkohol zum gr6ften Teil ab- 
destilliert, dann im Scheidetrichter mit viel Petrolither versetzt 
und mit Wasser wiederholt ausgeschiittelt. Aus der petrol- 
iitherischen Lésung wurden durch Acetonfallung usw. schlieflich 
4,5 g eines nahezu weifen wachsiéhnlichen Priparates erhalten, 
das im Aussehen von den aus Hafergries B erhaltenen kaum 
zu unterscheiden war. 


0,9603 g gaben 0,0536 g Mg,P,0, = 1,55°%/o P 
0,7374 >» » 0,00447 g N = 0,61°%o N 
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1,5338 g wurden mit 50 cem 1°/oiger Schwefelsdure 
unter Riickfluf{kiihlung 13 Stunden gekocht. 
Fettsiurenausbeute: 1,020 g = 66,5 °/o. Das Filtrat der 
Fettséuren wurde auf 50 cem gebracht. 


20 ccm gaben 0,00301 g Gesamtstickstoff = 0,49°/o N 
5 > 0,6 ccm N bei 21° und 726 mm = 0,21 °o Aminostickstoff 


15,1 >» >» 16 » » » 21° » 726 » =0,19°o > 
4,3 » KMnO, = 43 mg Cu = 22,8 mg Galaktose 
= 14,9°/o Galaktose. 


i ccm KMnQ, = 10,0 mg Cu. 
Das Filtrat gab nicht nur mit Phosphorwolframsaure, 
sondern auch mit Krauts Reagens eine deutliche Fallung und 
diirfte daher Cholin enthalten haben. 


5 » > 


b) Hafergries B. 


Die Versuche mit Hafergries A hatten gezeigt, daB man 
auch aus Cerealiensamern Phosphatidpriparate erhialt, die dem 
Eilecithin, oder doch den aus Leguminosensamen erhaltlichen 
Lecithinen sehr dhnlich sind. Ich trachtete jedoch Praparate 
zu gewinnen mit kleinem Phosphorgehalt und grofem Gehalt 
an reduzierender Substanz. Es mufte daher in Vorversuchen 
gepriift werden, durch welche Darstellungsmethoden man zu 


solchen Praparaten gelangt. 
Zuniachst wurde der von einer hiesigen Mehlhandlung 


bezogene Hafergries (B) von der gleichen Sorte, die auch 
E. Schulze und U. Pfenninger (lI. c.) zu ihrer Phosphatid- 
hydrolyse gedient hatte, als solcher untersucht. Er enthielt 
11,3°/o Wasser. 

37,65 g wurden im Soxhletschen Apparat entfettet. Es 
wurden 2.9525 g eines hellgelben, angenehm riechenden Roh- 
fetts erhalten, entsprechend 7,84 °/o der lufttrockenen Substanz. 
Dieses Rohfett lieferte 0,0113 g Mg,P,0, = 0,0032 g P. 

Der Riickstand wurde mit Alkohol erschépfend extrahiert, 
dann der Extrakt mit Ather und Wasser aufgenommen. Der 
itherische Anteil lieferte bei der Phosphorbestimmung 0,0095 g 
Mg,P,0, = 0,0026 g P zusammen wurde also 0,0058 g P = 
0,0155°/o P gefunden. 
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46,52 g wurden mit Ather, dann mit Alkohol erschépfend 
extrahiert. Beide Extrakte zusammen gaben 0,0251 g Mg,P,0, 
= 0,0070 g P = 0,015 °/o P. 

42,03 g wurden mit 95°/oigem Alkohol erschépfend ex- 
trahiert. Es wurden erhalten 0,0302 g Mg,P,0, — 0,0084 g P 
= 0,020°/o P. Aus diesen Zahlen lat sich der «Lecithinge- 
halt» nicht angeben. Bei den verschiedenen «Phosphatid»-Dar- 
stellungen wurde weit weniger Phosphor erhalten, als in diesen 
quantitativen Versuchen, dennoch war die Ausbeute an «Le- 
cithin», obwohl nur ein Teil extrahiert wurde, eher grofer, 
als sich aus obigen Zahlen berechnen wiirde. Die extrahierten 
Verbindungen diirften eben nur zum Teil nach dem Lecithin- 
Typhus gebaut sein und enthalten dementsprechend wenig Phos- 
phor. E. Schulze hat wiederholt darauf hingewiesen, «daf die 
fiir den Phosphorgehalt der atherisch-alkoholischen Extrakte 
gefundenen Zahlen gréBeren Wert besitzen, als die daraus fir 
den Phosphatidgehalt der Untersuchungsobjekte berechneten 


Werte. » 1) 
Es wurden nun 900 g Hafergries bei Zimmertemperatur 


mit Aceton dreimal ausgezogen. Dabei wurden 53,7 g Rohfett, 
also 5,96°/o Rohfett entfernt. Das so vom gréften Teil des 
Fetts befreite Material wurde bei 55° mit 95°/oigem Alkohol 
dreimal ausgezogen. Dann wurde in schon beschriebener Weise 
weiter verfahren (die alkoholisch-petrolatherische Lésung aus- 
gewaschen, dann mit Aceton gefiallt). Es wurden 2,86 g er- 
halten, entsprechend 0,32°/o Ausbeute. 


0,5571 g gaben 0,0388 g Mg,P,0, = 1,94°/o P 
0,5387 » » 0,0398 » > = 2,06°o » 
Mittel = 2,00°o P. 

0,6210 g gaben 0,0059 g N = 0,90°%o N 
0,6534 >» » 0,00537 >» » = 0,82°%o » 
Miitel = 0,86°%o N. 


Das durch Extraktion mit Aceton erhaltene Rohfett ent- 
hielt auch Phosphor. 
3,1575 g gaben 0,0079 g Mg,P,0, = 0,0022 g P. 


') E. Schulze, Chemiker-Zeitung, 1908, Nr. 181. 
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Nach den gebrauchlichen Faktoren berechnet, wiirde sich 
ein Gehalt an «Lecithin» von 1,7°/o des Acetonextrakts er- 
geben. ') 

Wie man leicht zeigen konnte, handelt es sich hier keines- 
wegs um ein «acetonlésliches Phosphatid». Beim Versetzen 
des Rohfetts mit viel Aceton schied sich nach lingerem Stehen 
ein Bodensatz aus. Dieser wurde mit Ather aufgenommen, fil- 
triert. Auf Zusatz von Aceton konnte noch etwas Phosphatid 
ausgefallt werden. 

800 g Hafergries wurden ohne vorhergehende Entfettung 
mit 95°/oigem Alkohol bei 55° dreimal ausgezogen. Der alko- 
holische Extrakt wurde in gleicher Weise verarbeitet und 6,2 g 
«Phosphatid» erhalten. Die Menge des mit Alkohol ausgezo- 
genen Rohfetts betrug 8,5 g oder 1,06 °/o des Ausgangsmaterials. 

Die Ausbeute an «Phosphatid» betrug hier 0,775°/o, sie 
war also fast 2!/2 mal grOBer als in der Probe, die zuvor mit 
Aceton entfettet wurde. Dies riihrt daher, dafi erstens bei der 
Behandlung mit Aceton ein grofer Teil der «Phosphatide» ?) 
mit dem Rohfett herausgelést wird, aus welchem es sich nur 
sehr unvollkommen gewinnen 1laBt, zweitens wird bei der Be- 
handlung mit Alkohol bei 55° nur ein geringer Bruchteil des 
Rohfetts extrahiert. Dieses besteht zum grodften Teil (6,2 g von 
8,5 g Rohfett) aus den gesuchten «Phosphatiden», die sich so 
fast quantitativ aus dem so bereiteten Extrakt*) isolieren lassen. 

Diese Verhiltnisse waren nicht vorauszusehen. Fiir fett- 
arme Leguminosensamen (Bohnen, Erbsen) hatte sich das Ver- 
fahren der direkten Extraktion mit Alkohol bei gelinder Warme 
bewahrt. Hier zeigte es sich, dafi man auch bei dem ziemlich 
fettreichen Hafer mit dieser Art der Extraktion am _ besten 
fahrt, doch ist hier fiir méglichst genaue Einhaltung der Tem- 
peratur Sorge zu tragen. Geht man mit der Temperatur hoher, 


1) Die Menge der «<Phosphatide» ist aber jedenfalls weit gréfer. 
Siehe die Bemerkung unten. 

?) Die obige Phosphorbestimmung gibt ein kaum anndhernd richtiges 
Bild iiber die Menge der im Rohfett enthaltenen «Phosphatide», da diese 
sehr phosphorarm, bezw. zum Teil phosphorfrei sein diirften. 

8) Freilich enthalt dieser Extrakt nur einen Teil der «Phosphatide» 
der Samen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 12 
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so wird nicht nur viel Rohfett mitextrahiert, sondern auch 
andere an und fiir sich nicht alkohollésliche Verbindungen; 
beim Hafer speziell kommen noch viel schleimige Stoffe hinzu, 
die die Reinigung der Extrakte und die Isolierung des «Leci- 
thins» sehr erschweren. Nach meinen Bestimmungen muBte das 
von E. Schulze und U. Pfenninger hydrolysierte Phospha- 
tid durch eine solche zuweit gegangene') Alkoholextraktion ge- 
wonnen worden sein. 

Die aus 800 g Hafergries erhaltenen 6,2 g «Phosphatid» 


gaben folgende Analysenresultate : 
0,7931 g gaben 0,0389 g Mg,P,0, = 1,37°/o P 
0,1058 > » 0,0562 » > = 1,41% » 
Mittel = 1,89%/o P. 
0,6249 g gaben 0,00413 g N = 0,66°/o N 
1.1923 » >» 0,0080 » » = 0,67°%o >» 
P:N = 1:1,06. 

0,8020 g wurden mit 50 cem 1°/oiger Schwefelsiure 
8 Stunden unter RiickfluB gekocht. Das Filtrat der Fettséuren 
auf 25 cem gebracht: 
12,5 ccm gaben 1,6 ccm N bei 20° und 724 mm = 0,22°/o Aminostickstoff. 
12,5 » »  0,00275 g Gesamtstickstoff == 0,68°/o N. 

Extraktionen gréferer Hafermengen bestatigten die Re- 
sultate der Vorversuche. 10 kg Hafergries gaben nach vorher- 
gegangener Entfettung mittels Ather einen alkoholischen Ex- 
trakt, aus welchem 36 g «Phosphatid» isoliert werden konnten. 
Dagegen wurde aus 10 kg Hafergries, der sogleich mit Alkohol 
extrahiert wurde, 57 g «Phosphatid» erhalten. 

10 kg Hafergries wurden mit Ather entfettet, dann mit 
95 °/oigem Alkohol bei 50—60° extrahiert. Der eingeengte 
alkoholische Extrakt schied eine schwere Masse aus. Es wurde 
der im Alkohol in Lésung gebliebene Anteil, sowie die schwere 
Ausscheidung fiir sich genommen. Ersterer gab 2,2 g Phos- 
phatid, letztere 33,4 g. Dies ist der einzige Fall bei den Hafer- 
griesuntersuchungen, in welchem ich eine Trennung der extra- 
hierten Bestandteile des Gesamtphosphatids vorgenommen habe. 
Es zeigte sich auch sogleich die Inhomogenitat der Phos- 


') Der Ausdruck «zuweitgegangene> bezieht sich natiirlich nur auf 
die von mir verfolgten Interessen. 
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phatidpraparate. Der im Alkohol gelést gebliebene Anteil ist 
derjenige, der dem ideellen Lecithin am wenigsten entspricht 
und sich dem sogenannten «Protagon» am meisten niihert. Man 
ersieht hier deutlicher noch als bei den Ergebnissen 
der Untersuchung der Gesamtphosphatide,') daB durch 
Alkohol zunachst die nichtlecithinartigen Anteile ex- 
trahiert werden. 

Der im Alkohol geléste Anteil gab, nach dem beschriebenen 
Verfahren mit Aceton gefallt, eine reinweiBe Ausscheidung (2,2). 
0,4317 g dieser Substanz gaben 0,0162 g Mg,P,0, = 1,04°o P. 
0.5400 > > >  0,00636 g N — 1,18%Jo N. 
P:N = 1: 25. 

1,1416 g wurden mit 50 cem 1°/oiger Schwefelsdure 
8 Stunden unter Riickflu{kiihlung gekocht. 

Die Fettsaiuren enthielten 0,00172 g N = 0,15°/o N. 

Das Filtrat wurde auf 50 cem gebracht: 


20 ccm gaben (nach Bertrand) 11,5 cem KMnO, 
200» » . , 1143 > > 
11,4 » KMnO, = 112,1 mg Cu = 62,3 mg Galaktose = 13,64°/o Galaktose. 
8.5 » gaben 1,1 ccm N bei 18° und 730 mm = 0,33°/o Aminostickstoff. 
Die Hauptmenge (33,4 g) wurde erhalten durch Aufnehmen 
der schweren Ausscheidung mit Petroléther und Auswaschen 
der Lésung mit Wasser unter Beihilfe von Alkohol und Koch- 
salz. Die Entfernung der wasserléslichen Anteile gelang sehr 
leicht; die Waschwasser geben sehr bald, auch nach der Hy- 
drolyse mit verdiinnten Sauren, keine Reduktion der Fehling- 
schen Lésung mehr. Das erhaltene Priparat gibt aber bei der 
Hydrolyse etwa 15°/o Kohlenhydrat (als Galaktose berechnet), 
welches also zweifellos chemisch gebunden ist. Das Priiparat 
ist hellgelb gefairbt und trocknet im Exsikkator zu einer festen 


wachsartigen Masse ein. 


1,0545 g gaben 0,0079 g N = 0,75°%,o N 
0,6810 » » 0,00525> » = 0,77°/o » 
0,5902 » »  0,0400 » Mg,P.0, = 1,89°/o P 
0.4652 > » 0,0316 » » = 1,89%o » 


P:N = }: Om 


') D. h. der gesamten, unter gewissen Bedingungen der Extraktion 
in Lésung gegangenen, durch Aceton fallbaren Lipoide. 


12* 
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Die Praparate sind (wie auch das in d&hnlicher Weise 
aus 1,26 kg Hafergries A erhaltene Praparat) durch verdiinnte 
Sauren viel schwerer zersetzlich als die phosphorreicheren 
und kohlenhydrataérmeren Praparate, die man bei erschépfen- 
der Extraktion des Grieses erhilt. Nach 21/2stitindigem Kochen 
mit 1°/oiger Schwefelséiure waren noch keine durch Phosphor- 
wolframsiure fallbaren Basen abgespalten. Nach weiteren 
21/2 Stunden enthielt die auch fuferlich wenig veranderte Masse 
noch 0,59°/o Stickstoff, wahrend bei vollkommener Hydrolyse 
(siehe unten) der Stickstoff bis auf 0,06°/o ins Filtrat ge- 
gangen war. 

6,4267 g wurden mit 100 ccm 1°%/oiger Schwefelséure 
18 Stunden gekocht. Die Zersetzung (Abscheidung der Fett- 
siuren) war erst gegen die 15. Stunde eine vollkommene. Es 
wurden 4,3501 g «Fettséuren» erhalten = 67,69°/o. Sie ent- 
hielten nur noch 0,00413 g N = 0,06°/o des Ausgangsmaterials. 

Das Filtrat der Fettsfiuren wurde auf 80 ccm gebracht: 

10 cem gaben 0,0056 g Gesamtstickstoff = 0,70°/o N. 
20 cem mit Phosphorwolframsiaure gefallt, 2 Tage stehen ge- 
lassen. Die Fallung enthielt 0,00714 g N = 0,56°/o N. 


9,2 ccm gaben 3,8 ccm N (nach van Slyke) bei 16° und 727 mm 
= 0,28°/o Aminostickstoff. 
9,85 » » 3,8 ccm N (mach van Slyke) bei 16° und 727 mm 
= (,27°/o Aminostickstoff. 
5cem gaben 11,0 com KMnO, ) = 108,1 mg Cu = 59,88 mg Galaktose 
5 >» > 110 » » f = 14,93°%o Galaktose. 
1 » KMnO, = 9,83 mg Cu. 

6,215 g wurden mit reiner konzentrierter Barytlésung 
durch einstiindiges Kochen am Wasserbad gespalten. 

Das Filtrat von den gut ausgewaschenen Baryumver- 
bindungen wurde mittels Schwefelséure vom Baryt befreit und 
dann auf 100 ccm gebracht. 

10 ccm enthielten 0,00344 g Gesamtstickstoff = 0,55°/o0 
10 » » 0),00296 » » = 0,48 °/o 
7,75 ccm gaben 1,6 ccm N bei 16° und 723 mm = 0,18 °/o Aminostickstoff 
8,30 » >» 1,6 » » » 16° » 723 » =0,17% > 
10 ccm verbrauchten 4,5 cem KMn0O, 
10 > ; aw *« 3 
Mittel 4,35 com KMnO, = 22,6 mg Galaktose = 3,64°/o Galaktose. 
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20 ccm mit Phosphorwolframséure gefallt gaben in der 
Fallung 0,0050 g N — 0,40°/o N. 

10 g Hafergries wurden ohne vorhergehende Ent- 
fettung direkt mit 95°/oigem Alkohol bei 50° extrahiert. 
Die nach dem beschriebenen Verfahren erhaltenen acetonun- 
léslichen Lipoide wogen 57 g. 

1,0048 g gaben 0,0570 g Mg,P,0, = 1,58°/o P 

1,1898> >» 0,0653> » = 1,54% >» 

0,6174> » 00847> » = 1,56% > 
Mittel = 1,56 P. 

1,2276 g gaben 0,00877 g N = 0,72°o N 
1.2874 > » 0,00877> » = 0,68%o >» 
Mittel = 0,700 N. 

P:R = 2:1. 

4.7856 g mit 100 cem 1°/oiger Schwefelséure unter Riick- 
flu8 gekocht, war nach 18 Stunden noch nicht vollkommen 
zersetzt. Es wurde 24 Stunden gekocht. 

«Fettsiuren» — 3,311 g = 69,2 °/o 

Das Filtrat davon wurde auf 60 ccm gebracht: 

10 ccm gaben 0,00516 gy Gesamtstickstoff = 0,70°%o N 


10 » mit Phosphorwolframsaure gefallt gaben 0,00301 g N = 0,41°/o N 
9,25 » gaben bei 19° und 723 mm 4,2 ccm N = 0,31°/o Aminostickstoff 


7,95 » >» » 199 » 723 » 35 » » =0,80% . 
5 ccm verbrauchten 10,75 ccm KMnO, Mittel 10,65 cem KMnO« 
5 » > 10,9 » > = 104,7 mg Cu = 57,9 mg Galaktose 
& » . 103 >» > == 14,52°/o0 Galaktose. 


5,4370 g wurden mit Baryt eine Stunde am Wasserbad 
gekocht. Nach Entfernung der Baryumverbindungen und des 
iiberschiissigen Baryts wurde das Filtrat erst auf 150 ccm ge- 
bracht, 20 ccm davon zeigten keine Reduktion der Fehling- 
schen Lésung, 10 ccm gaben nach dem Einengen und Versetzen 
mit Alkohol nur einen sehr geringen Niederschlag. Der Rest 
von 120 ccm wurde unter Zusatz von 2,5 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure eingeengt, vom BaSOQ, befreit und auf 80 ccm 
(= 4,3496 g Ausgangsmaterial) gebracht. 

10 ccm gaben 0,00224 g Gesamtstickstoff = 0,41°o N. 


20 ccm gaben mit Phosphorwolframsaure gefallt, 0,00344 g N in der Fallung 
= 0,32°/o N. 
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9,5 ccm gaben bei 19° und 718 mm 0,9 ccm N = 0,09°o Aminostickstoff 


95 » » » 20° » 725 » 1,1 » » =0,11%o > 
10 » verbrauchten 6,9 ccm KMnO, 
10 >» > 6,7 >» > 


6,8 com KMnO, = 66,84 mg Cu = 36,0 mg Galaktose = 6,63°/o Galaktose. 

20,686 g wurden in gleicher Weise mit Baryt gespalten 
und aufgearbeitet, wie jene 45 g aus Hafergries A. 

Von den gut ausgewaschenen Baryumverbindungen wurden 
aliquote Teile analysiert. Ein Teil der Baryumverbindungen, 
entsprechend 5,359 g des Ausgangsmaterials wurde mit 200 ccm 
3,5°/oiger Salzsiure 6 Stunden unter RiickfluBkiihlung gekocht. 
Das Filtrat der ausgeschiedenen Fettséuren wurde auf 100 ccm 
gebracht: 

Dieses Filtrat gibt mit Natriumwismutjodid keine Fallung, 
enthilt also kein Cholin mehr, welches bei der Barytspaltung 
vollkommen ins erste Filtrat tibergegangen ist. 


20 cem gaben 0,00172 g N = 0,16°% des Ausgangsmaterials 
95 » >» 0,8 ccm N bei 20° und 717 mm == 0,08°/o Aminostickstoff 
17,5 » >» 14 » » » 18° » 716 » =0,08°% . 


: ee en i — dem Mine, — O00 me Co. 
4,2 » KMnO, = 41,28 mg Cu = 21,8 mg Galaktose = 4,07°/o Galaktose. 
Ein anderer Teil der Baryumverbindungen, entsprechend 
7,323 g des Ausgangsmaterials, wurde 16 Stunden mit 200 ccm 
5°/oiger Schwefelsaure hydrolysiert. Das Filtrat auf 100 ccm gab: 
be - nee = _ = 1 com KMnO, = 10 mg Cu. 
5,3 » KMnO, = 53 mg Cu = 28,3 mg Galaktose = 3,87°o Galaktose. 
20 » gaben 0,00224 g Gesamtstickstoff = 0,15°/o N. 
20 »  »  0,00258 >» > = 0,17°%o » 
Ein aliquoter Teil der Baryumverbindungen, entsprechend 
2.157 g des «Phosphatids» gab 0,00594 g N = 0,28°/o N. 
Ein anderer Teil der Baryumverbindungen, entsprechend 
2,157 g des «Phosphatids» gab 0,00594 g N = 0,289/o N. 
Das Filtrat von den Baryumverbindungen reduzierte die 
Fehlingsche Lésung vor der Behandlung mit Sauren nicht. 
Die nach dem oben beschriebenen Verfahren erhaltene 
Fiillung, welche das Baryumsalz der Glycerinphosphorsaure 
hiitte enthalten sollen, war so gering, dai das daraus ge- 
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wonnene Baryumsalz nicht einmal zu einer Analyse reichte. 
Es konnte daher nicht gepriift werden, ob hier neben Glycerin- 
phosphorsaure die vermutete Glyceringlykolphosphorsiaure vor- 
lag. (Bei der eingangs erw&hnten Spaltung von 200 g Hafer- 
phosphatid mit Schwefelséure war ein offenbar an und fiir sich 
phosphorreicheres Material in fast 10facher Menge zur Ver- 
fiigung gestanden. Aus diesem Material hatte ich auch nur 
etwa 1,2 g des Baryumsalzes in zur Analyse geeigneter Form 
erhalten. ) 

Die weitere Untersuchung des Filtrats galt der Aufsuchung 
der vorhandenen Stickstoffverbindungen. Es konnte nur wenig 
Cholin erhalten werden; der Nachweis des Colamins gelang 
nicht, Betain war sicher keines vorhanden. 

Das Filtrat von der Bleifallung wurde entbieit, mit Salz- 
séiure ganz eingedunstet, wobei Schwarzung und Zersetzung der 
Kohlenhydrate eintrat. Dann wurden die salzsauren Salze der 
Basen mit kaltem und heiffem Alkohol extrahiert. Der in 
Wasser ldsliche Anteil des Riickstands wurde mit Tierkohle 
entfarbt. Er hinterlieS eine, selbst in heifiem Alkohol unlés- 
liche, weife, seidenglanzende, nicht krystallierte Substanz, 
die, durch wiederholtes Behandeln mit heiBem Alkohol von 
den letzten Resten etwa noch vorhandener salzsaurer Basen 
(Cholin, Colamin etc.)!) sicher befreit, noch Basenreaktionen 
gab. Ihre wisserige Lésung enthielt keinen Ammoniak und 
gab sowohl mit Phosphorwolframsdure als mit Natriumwismut- 
jodid starke Fallungen. Sie enthielt etwa 1°/o N, wovon ein 
Teil auf Aminostickstoff zu rechnen ist. Die hier vorhandene 
Stickstoffverbindung kann weder dem Cholin und Co- 
lamin, noch deren Zersetzungsprodukten (Trimethyl- 
amin, Ammoniak) angehoren. 

Aus der Quecksilberfillung wurden salzsaure Salze er- 
halten, die in absolutem Alkohol vollkommen ldéslich waren. 
Eine kleine Menge Ungeléstes erwies sich als Calciumsulfat.?) 





‘) Durch diese Behandlung mufte auch jede Spur etwa vorhandenen 


Betains (Glykokollbetain) entfernt worden sein. 
*) Auch bei der Hydrolyse des Bohnenlecithins habe ich an dieser 


Stelle Calcium gefunden. Eine Probe von 1 g des obigen «Phosphatids» 
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Der in Lésung gegangene Anteil krystallisierte aus Wasser in 
feinen hygroskopischen Nadeln. 

In das Chloraurat ubergefiihrt, wurde bis in die letzten 
Fraktionen nur das schwer lésliche Cholinchloraurat erhalten. 
Die Analysenwerte stimmen zwar nicht sehr scharf, doch zeigten 
alle Fraktionen das Verhalten des Cholingoldsalzes und nach- 
weisbare Mengen von Betain waren sicher nicht vor- 
handen. 

1. Krystallisation: 0,3321 g Aurat gaben 0,1466 g Au = 44,14 Au 
0,1337 > » >» 00,0589 > » = 44,06% » 
2. Krystallisation: 0,1176 > » >» 0,0519 >» » = 4414 » 

Auch die letzten Reste schmolzen noch bei 264° unter 
Zersetzung (beim schnellen Erhitzen). Es wurde nur etwa 
0,3 g Cholin erhalten mit etwa 0,035 g N. 

20,686 g Phosphatid mit 0,70°/o N enthalten 0,1446 g N; 
es ist also nur etwa 24°/o des Gesamtstickstoffs in Form von 
reinem Cholin isoliert worden. Wahrend «Lecithin» theoretisch 
15,5°/o Cholin enthalten soll, wurde bei diesem Priparat nur 
1,5°/o desselben isoliert. 

Das Filtrat der Quecksilberfallung gab nach entsprechen- 
der Aufarbeitung eine L6sung von 40 ccm, welche nur noch 
0,0053 g Aminostickstoff enthielten. 

7,6 ccm gaben bei 18° und 721 mm 1,8 ccm N = 1 mg Aminostickstoff. 


30 cem dieser Lésung hatten 0,114 g Colaminaurat liefern 
kénnen. Es konnten aber keine charakteristischen Krystalle 
erhalten werden. 

In diesem Priparat waren also von den charakteristischen 
Spaltungsprodukten des «Lecithins» das Colamin tiberhaupt 
nicht mehr, die Glycerinphosphorsdure nicht sicher und selbst 
das Cholin nicht ganz leicht und nur in kleiner Menge nach- 
zuweisen. 


gab nach der Veraschung mit Salpeter-Soda in Salzsaure gelést mit Am- 
moniak und Oxalsiure nach 24 Stunden eine 4uferst geringe Fallung. 
Calciumhaltige Phosphatide sind, wie schon erwahnt wurde, beschrieben 
worden. Meine Prapirate enthielten héchstens Spuren von Calcium. Die 
bei der Hydrolyse gréferer Mengen hier auftretenden Calciumsalze ent- 
stammen vielleicht nur den verwendeten Reagentien. 
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| Un- | | Reduz. | 
gefahre | 5, | NU | Substanz| Fett- 
|Ausbeute|) © | | P:N | %o als |giuren 
aus 10 kg | | | Galak- | 
| in g Fo | %o | tose | 0% 
Hafergries A. | | | | 
Mit Alkohol bei eel Wiarme | | | 
extrahiert . .| 36 1,55 0,611:0,87 14,9 | 66,5 
Mit Benzol und Methylalkohol | | | | 
erschépfend...... — 2,80 1, 11/1: 0,88 7,9 | 65,3 
Entfettet, dann mit Benzol und | | | 
Methylalkohol erchépfend . | 130 3,37 |1,66)1 23 096. 6,2 62,4 
Hafergries B. | | 
Mit Alkohol bei gelinder Warme, | 
kleine Probe ...... 78 = |1,52'0,671:1,06 | — _ 
| | 
Mit Alkohol beigelinder Wirme 57 =|1,560,70/1: 1 | 14,5 | 69,2 
Entfettet, dann mit Alkohol bei | 
gelinder Warme . 36 1,890,761 :0,89 | 14,9 | 67,7 
Mit Aceton entfettet, dann mit ; | | 
Alkohol bei gelinder Warme 32 2,00 0,86) 1 0,908) — — 
Hafermehl der gleichen Sorte | | 
mit Alkohol extrahiert . ./ 100 |—|—| — | 1008 | — 
| 




















Uber das Vorkommen einiger organischer Basen 
im getrockneten Rogen des Herings. 
Von 


K. Yoshimura. 





(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Kagoshima, Japan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, Juni 1913.) 


Der getrocknete Rogen des Herings wird von vielen Leuten 


in Japan als Nahrungsmittel gebraucht. 
as fiir diese Untersuchung benutzte Material hatte 


folgende quantitative Zusammensetzung: 


OME kc ee se ee eS ee ee ee eee 7,907 °/o 
Trockensubstanz ......4... eee ob Me ae 92,093 °/o 
In 100 Teilen Trockensubstanz : 

Gesamtstickstoff. ........ ee ee ee ee 12,063 
a era ee ee ee :. oe eae 1,253 
ee eee eee ee ee - » « « 0,602 

ere f Phosphor als Lecithn....... - « - « 0200 
\ in Wasser liéslicher Phosphor ...... . 0,402 
Gesamtstickstoff in wasserigem Extrakt ......... . 1,448 
Eiweifistickstoff. ..... oe ee 0,601 
—_— Ammoniakstickstoff (Amin-N eingeschlossen) . 0,338 
ee ee ee a ee ee 0,244 
eaten in anderer Form. .......-. 0,260 

Verteilung des Stickstoffs in wasserigem Extrakt: 
a er a ae en. ae eee ~ 41,65 °/o 
Ammoniakstickstoff (Amin-N eingeschlossen)....... 23,42 %/o 
Basometickstom  . ww ct tt tw tt ee hh 16,91 °/o 
Stickstoff in anderer Form... .. +2 seecesee¢6-e 18,02 °/o 
100,00 °/o 





1 kg lufttrockener zerkleinerter Rogen wurden mit heifem 
Wasser dreimal extrahiert, die Ausziige mit Bleiessig gefallt. 
Das Filtrat davon wurde durch Schwefelséure entbleit, zum 
kleinen Volumen (ca. 1,5 1) eingeengt, wieder mit Schwefelsaéure 
stark angesaiuert und dann mit Phosphorwolframsaure gefallt. 
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I. Trimethylamin. 


Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde in Wasser 
verteilt und mit einem Uberschu8 von Barythydrat unter ver- 
mindertem Druck eingedunstet; das hierbei tibergehende De- 
stillat wurde in einer mit Salzsdure versehenen Vorlage gesammelt 
und dann abgedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem 
Alkohol behandelt, der lésliche Teil nach der Vertreibung des 
Alkohols in ca. 50 ccm Wasser gelést und mit einer konzen- 
trierten Natriumpikratl6sung versetzt, wobei sich blabgelbe 
Prismen ausschieden, die in Wasser schwer loslich waren. Im 
Kapillarrohr erhitzt, schmolz das Praparat bei 217° (unkorr.) 
unter Zersetzung. Die Ausbeute an Pikrat betrug 0,6 g. 

Das Chloraurat. Aus dem Pikrat wurde das Chloraurat 
dargestellt. Es bestand aus gelben monoklinischen Tafeln, die 
in Wasser wenig léslich, aber in warmem Alkohol leicht léslich 
waren. Im Kapillarrohre erhitzt, zersetzte es sich bei 240° 
(unkorr.). Fiir die Analyse wurde das gereinigte Praéparat im 
Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1025 g Substanz gaben 0,0507 g Gold. 

Fiir Trimethylaminchloraurat (C,H,N - HCl - AuCl,). 

Berechnet: 49,40°/o Au Gefunden: 49,46°/o Au. 


Il. Tetramethylendiamin (Putrescin) und Cholin. 


Der Phosphorwolframséureniederschlag wurde nach Ent- 
fernung der fliichtigen Basen in bekannter Weise mit Baryt- 
hydrat zersetzt und der UberschuB des Baryts durch Kohlensiure 
entfernt. 

Die erhaltene Basenlésung wurde mit Salpetersdure neu- 
tralisiert und dann mit Silbernitrat versetzt, wobei ein dunkel- 
brauner Niederschiag in kleinen Mengen entstand, der etwa 
vorhandene Purinbasen enthalten muBte. Das Filtrat vom 
Silbernitratniederschlag wurde mit Silbernitrat und Barythydrat 
im Uberschu8 versetzt, der dabei erhaltene Niederschlag ab- 
gesaugt und mit Barytwasser gut gewaschen. 

Die Mutterlauge vom Silbernitrat und Barytniederschlag 
wurde in gewohnlicher Weise wieder mit Phosphorwolfram- 
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siure gefallt. Die Basenldsung, die durch Zerlegung des Phos- 

phorwolframats mit Barythydrat erhalten wurde, wurde mit 

Salzsiiure angesduert, hierauf in gelinder Warme zum kleinen 

Volumen eingeengt und im Vakuumexsikkator stehen gelassen, 

wobei sich farblose Krystalle ausschieden. 

Die Krystallmasse wurde nach Austrocknung im Vakuum- 
exsikkator mit absolutem Alkohol behandelt, wobei der Haupt- 
anteil in Loésung ging, waéhrend ein Teil ungelést blieb. 

a) Das in absolutem Alkohol unldsliche Chlorid. Das 
Chlorid wurde in das Chloraurat tibergefiihrt. Es bestand aus 
in Wasser schwer loslichen orangegelben Plattchen vom Schmelz- 
punkt 240° (unkorr.). Fiir die Analyse wurde das Priiparat 
im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1125 g Substanz gaben 0,0584 g Gold. 

Fir Tetramethylendiaminchloraurat C,H,,N,-2 HCl-2 Au(Cl,. 
Berechnet: 51,33°/o Au Gefunden: 51,91°/o Au. 
Das Pikrat. Das aus dem Chlorhydrat dargestellte 

Pikrat bestand aus seidenglainzenden gelben Nadeln, die in 

Wasser fast unléslich waren. Im Kapillarrohre erhitzt, wurden 

sie bei 245—250° allmahlich dunkel und zersetzten sich bei 

258° (unkorr.). 

b) Das in absolutem Alkohol lésliche Chlorid. Zur alko- 
holischen Lésung wurde alkoholische Quecksilberchloridlésung 
zugesetzt, der dabei entstandene weife Niederschlag (Queck- 
silberdoppelsalze) nach einigen Tagen abfiltriert und mit ab- 
solutem Alkohol gewaschen. 

Die Quecksilberdoppelsalze wurden durch Schwefelwasser- 
stoff zersetzt, das Filtrat vom Quecksilbersulfid stark eingeengt 
und im Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei sich allméhlich 
hygroskopische Nadeln ausschieden. 

Das Chloraurat. Das aus einem Teil des Chlorides 
dargestellte Chloraurat bestand aus gelben Blattchen vom 
Schmelzpunkt 257—260° (unkorr.). 

Fiir die Analyse wurde das Chloraurat im Vakuum bei 
100° getrocknet. 

1. 0,1551 g Substanz gaben 0,0694 g Gold 
2. 0,1231 » 3 » 00,0548» » 
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Fir Cholinchloraurat (C,H,,NOCI  AuCl,) 
Berechnet: 44,49°/o Au Gefunden: 1. 44,74°/o Au 
2. 44,52°/o » 

Das Chlorplatinat. Ein anderer Teil des Chlorides 
wurde ins Chlorplatinat tibergefiihrt, das aus orangefarbigen 
Tafeln bestand. Im Kapillarrohre erhitzt, schmolz das Platinat 
bei 244° (unkorr.) unter Zersetzung. 

Fir die Analyse wurde es im Vakuum getrocknet. 

0,5710 g Substanz gaben 0,1831 g Platin. 
Fur Cholinchlorplatinat [(C,H,,NOCI),PtCl,]. 
Berechnet: 31,64°/o Pt Gefunden: 32,06°/o Pt. 
Das Pikrat. Das aus einem anderen Teil des Chlorides 
dargestellte Pikrat bestand aus hellgelben Plittchen, die in 
Wasser und Alkohol ziemlich leicht léslich waren. Im Kapillar- 
rohre erhitzt, schmolz es gegen 130° und zersetzte sich bei 
237° (unkorr.). Das Filtrat der Quecksilberdoppelsalze lieferte 
nach weiterer Untersuchung keine Base. 

Aus 1 kg lufttrockenem Rogen wurden isoliert: 


Trimethylamin 0,12 g 
Tetramethylendiamin 0,02 » 
Cholin 0,70 » 


Aus diesem Resultate sieht man, dafi organische Basen, 
besonders Cholin, aus dem getrockneten Rogen des Herings 
in betrichtlicher Menge erhalten werden. 

Es ist héchstwahrscheinlich, daf Cholin und Trimethyl- 
amin im getrockneten Rogen durch Zersetzung von Lecithin 
gebildet werden. Es sei hier ferner noch erwihnt, dab das 
Vorkommen von reichlichen Mengen Ammoniak der Fiaulnis 
eines Teils des EiweifBes zugeschrieben werden kann. 

Zum Schluf moéchte ich Herrn M. Murakami fiir seine 
Hilfe bei dieser Arbeit meinen besten Dank aussprechen. 











Beitrage zur Kenntnis der stickstoffhaltigen Bestandteile 
des Pilzes Cortinellus shiitake P. Henn. 


Von 


K. Yoshimura und M. Kanai. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule zu Kagoshima, 
Japan.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1913.) 


Der getrocknete Pilz Cortinellus shiitake wird in Japan 
als kostbare Wiirze fiir delikate Speisen viel verwendet. 

Man kultiviert die Pilze auf dem gefaulten Holze der 
Buche, Fiche usw. Die frischen Pilze werden zunachst durch 
ein Holzkohlenfeuer langsam getrocknet, wobei sich ein eigen- 
tiimlicher angenehmer Geruch und Geschmack entwickelt. 

Die Probe, welche zu dieser Untersuchung diente, hatte 
folgende Zusammensetzung : 


. . 12,645 %o 
° 87,355 °/o 


Wasser. . ; 
Trockensubstanz a ee ee ee 
In 100 Teilen Trockensubstanz: 


Gesamtstickstoff (++ ee eka ; . 3,993 
aa a a ae ee oes es + 
Ammoniakstickstoff . oe oe ea Bee a . 0,085 
Micht-Mewelheticnetee «. 6 ks ht OS * wD ee es es oe 
aad f durch Phosphorwolframsaure fallbarer Stickstoff 0,397 

\ Stickstoff in anderer Form. ....... . . 4,105 

RE og os ek ak se ee ee ae ee oe. a ot 
Asche . — . 5,781 
Phosphorsdure (P,0,) . ee eee a oe . 0,804 

Gesamtstickstoff als 100: 

Kiweifstickstoff .. . eee eee ee ee el 
Ammoniakstickstoff . ese a . eae ‘ 2,13 °/o 
Nicht-Eiweifstickstoff. .... 4... eens - Oe 


durch Phosphorwolframsaure fallbarer Stickstoff 9,94°/o 


Davon i is 
\ Stickstoff in anderer Form... .. .. . . 27,67°%o 
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2 kg lufttrockene zerkleinerte Pilze wurden mit heiBem 
Wasser wiederholt extrahiert, die Ausziige mit Tannin und 
Bleiessig gereinigt, dann mit Schwefelséure entbleit und mit 
Phosphorwolframsaure gefailt. 


I. Der Phosphorwolframsdureniederschlag. 


Die aus dem Phosphorwolframat in gewohnlicher Weise 
dargestellte alkalische Fliissigkeit, welche freie Basen enthielt, 
wurde mit Salpetersiure neutralisiert und dann mit Silbernitrat 
versetzt, wobei ein gelbbrauner Niederschlag entstand. 

1. Purinbasen (Adenin). 

Der Silbernitratniederschlag wurde mit einem Uberschub 
von Ammoniak behandelt, um die Silbernitratverbindungen der 
Basen in die Silberverbindungen derselben iiberzufiihren. Die 
nach Zerlegung der Silberverbindungen mit Salzsiure ge- 
wonnenen Chloride wurden in ca. 50 ccm Wasser gelést und 
mit einer konzentrierten Natriumpikratlésung versetzt, wobei 
sich seidenglanzende gelbe Nadeln ausschieden, welche aus 
heifem Wasser umkrystallisiert wurden. Das Pikrat war in 
Wasser schwer loslich, aber in Alkohol und Natriumphosphat- 
lésung leicht léslich; im Kapillarrohre erhitzt zersetzte es sich 
bei 280—281° (unkorr.). 

Fiir die Analyse wurde das Pikrat im Vakuum bei 100° 
getrocknet. 

0,1445 g Substanz gaben 0,09020 g Pikrinsdure. 


0,1239 » >»  0,03845 » Stickstoff. 
Fir Adeninpikrat (C,H,N, - C,H,N,0,). 
Berechnet: Gefunden: 
62,91°/o Pikrinsaure 62,42 °/o Pikrinséure 
30,77 °/o N 30,03 °/o N 


Das Chloraurat. Ein Teil des Pikrats wurde durch Salz- 
sdure zerlegt, das so erhaltene Chlorid in das Chloraurat tiber- 
gefiihrt; das Chloraurat bestand aus glinzenden, orangefarbenen, 
blattformigen Aggregaten, welche sich beim Umkrystallisieren 
aus Wasser leicht zersetzten. 
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Fiir die Analyse wurde das Chloraurat aus heifer ver- 
diinnter Salzsiure umkrystallisiert und im Vakuum bei 100° 
getrocknet. 

0,1872 g Substanz gaben 0,07850 g Gold. 

Fiir Adeninchloraurat (C,H;N, - HCl - AuCl,). 

Berechnet: 41,50°/o Au. Gefunden: 41,98°/o Au. 

Im Kapillarrohre erhitzt schmolz das Praparat bei 218° 
(unkorr.) unter Zersetzung. 

Das Sulfat. Das Chlorid wurde mit Ammoniak neutra- 
lisiert und dann mit ammoniakalischer Silbernitratlésung ver- 
setzt, wobei in reichlicher Menge ein Niederschlag entstand. 
Das nach Zerlegung des Silberniederschlags erhaltene freie 
Adenin wurde in verdiinnter Schwefelsiure gelést und in das 
Sulfat tibergefitihrt, welches in kaltem Wasser ziemlich schwer, 
aber in warmem Wasser leicht léslich war. Beim langsamen 
Umkrystallisieren schied es sich in glanzenden, tafelformigen 
Krystallen aus. 

Im Kapillarrohre erhitzt zersetzte es sich bei 265—270° 
(unkorr.). 

Fiir die Analyse wurde das Praparat im Vakuumexsikkator 
getrocknet. 

0,1480 g Substanz gaben 0,02924 g SO,. 

Fiir Adeninsulfat [(C,H;N,),H,SO, + 2 H,O]. 

Berechnet: 19,80°/o SO,. Gefunden: 19,76°/o SQ,. 

Die Mutterlauge des Adeninpikrats wurde noch weiter in 
gewOhnlicher Weise verarbeitet, doch wurde keine andere 
Purinbase in geniigender Menge isoliert. 

2. Der Silbernitrat- und Barythydratniederschlag. 

Das Filtrat vom Silbernitratniederschlag lieferte, in be- 
kannter Weise verarbeitet, auch eine kleine Menge Adenin. 

3. Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barythydratnieder- 
schlag. 

Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barythydratniederschlag 
wurde in gewohnlicher Weise wieder mit Phosphorwolframsaure 
gefallt. Die aus diesem Niederschlag erhaltene alkalische Fliissig- 
keit wurde mit tiberschiissiger Salzsaéure angesduert, eingeengt 
und dann im Vakuumexsikkator krystallisieren gelassen. Die 
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so erhaltene hygroskopische Krystallmasse wurde in absolutem 
Alkohol aufgenommen, wobei fast alles in Lésung ging. 

Die alkoholische Lésung wurde mit alkoholischer Subli- 
matlésung gefillt. Die Quecksilberdoppelsalze wurden mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt, die gewonnenen Chloride im 
Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei sich farblose hygro- 
skopische Nadeln ausschieden. 

Das Chloraurat. Ein Teil des Chlorides wurde in das 
Chloraurat tibergefiihrt. Das Chloraurat bestand aus orange- 
gelben blattchen mit dem Schmelzpunkt 255 —262° (unkorr.). 
Fir die Analyse wurde das Praparat im Vakuum bei 100° 
getrocknet. 

1. 0,3707 g Substanz gaben 0,1650 g Gold. 
2. 0,4743 » » » 0,2107> » 
Fur Cholinchloraurat (C,H,,NOCI - AuCl,). 
Berechnet: 44,49°/o Au. Gefunden: 1. 44,51°/o Au. 
2. 44,429/o  » 

Das Pikrat. Das aus einem Teil des Chlorids darge- 
stellte Pikrat bildete hellgelbe Blattchen, die gegen 130° zu- 
erst schmolzen und sich bei 235—237° (unkorr.) zersetzten. 

Zur Isolierung von Betainen wurde die Mutterlauge der 
Quecksilberdoppelsalze verarbeitet, jedoch gab sie ein negatives 
Ergebnis. 


II. Das Filtrat vom Phosphorwolframsdaure- 
niederschlag. 


Das Filtrat von der ersten Phosphorwolframsaurefallung 
wurde mittels Barythydrat von Schwefelséure und Phosphor- 
wolframsiure befreit, der UberschuB des Baryts mittels Schwefel- 
sdure quantitativ beseitigt und im Vakuum stark eingedampft, 
wobei sich grofie Mengen von Krystallen ausschieden. Sie 
bestanden aus Mannit, nebst einer kleinen Menge anorganischer 
Salze, die durch Behandlung mit heiBem Methylaikohol beseitigt 
wurden. Aus der methylalkoholischen Lésung krystallisierte 
Mannit in nadelformigen Krystallen aus. Die Ausbeute an 
Mannit betrug ca. 50 g. Im Kapillarrohre erhitzt, schmolz 
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das Praparat bei 166—167° (unkorr.). In jeder Beziehung 
war es mit reinem Mannit von Merck vollstindig identisch. 
Die Mutterlauge vom Mannit wurde wieder im Vakuum 
bis zur zahen Konsistenz eingeengt; der zuriickgebliebene Sirup 
wurde nun mit absolutem Alkohol versetzt, mit trockenem 
Salzsiuregas gesittigt und nach der Estermethode von E. Fischer 
in die freien Ester der Aminoséuren verwandelt. Die fraktionierte 
Destillation der Ester ergab die folgenden vier Fraktionen: 

















| 


| Estermenge |Ausbeute nach der Verseifung 





I. bis 90° (12 mm Druck) 0,6 g 0,5 g 
Il. 90—110° (12 >» » )I 5,0 >» 2.2 » 
Il. 110-1609 (12 » » ) 15> 0,9 » 
IV. 160—220° (12 >» » ) 5,5 » 3,8 >» 





Fraktion I wurde mit Wasser am RiickfluBkihler zur 
Verseifung so lange gekocht, bis die alkalische Reaktion ver- 
schwunden war. Die wisserige Lésung wurde zur Trockne 
eingedunstet und der Riickstand mit absolutem Alkohol aus- 
gekocht; der unlodsliche Teil bestand aus Alanin. Aus heifem 
Wasser umkrystallisiert bildete es farblose Nadeln von siifem 
Geschmack; die Ausbeute betrug 0,4 g. 

Das Kupfersalz des Alanins bestand aus tiefblauen 
Blittchen, die in Wasser leicht, aber in Alkohol schwer léslich 
waren, und gegen 245° schmolzen. Fiir die Analyse wurde 
es bei 100° getrocknet. 

0,1923 g Substanz gaben 0,05060 g Kupfer. 

Fiir Alaninkupfer [(C,H,NO,),Cul. 

Berechnet: 26,52°/o Cu. Gefunden 26,31°/o Cu. 

Fraktion Il. Die durch Verseifung erhaltene Loésung 
wurde zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit abso- 
lutem Alkohol behandelt, wobei ein Teil in L6sung ging; dieser 
l6sliche Teil wurde mit jenem von Fraktion I vereinigt. Beim 
Kindunsten der alkoholischen Lésung blieb eine kleine Menge 
sirupOsen Riickstandes, der deutlich eine schéne Pyrrolreaktion 
(Roten eines mit konzentrierter Salzsiure befeuchteten Fichten- 
spanes) gab. 
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Das Kupfersalz. Dieser sirupdse Riickstand wurde in 
bekannter Weise in das Kupfersalz verwandelt. welches aus 
dunkelblauen Krystallen bestand, welche in Wasser und Alkohol 
leicht léslich und etwas hygroskopisch waren. Fiir die Analyse 
wurde das gereinigte Salz im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1702 g Substanz gaben 0,03664 g. Kupfer. 

Fir Prolinkupfer {(C,H,NO,), Cul. 

Berechnet : 21,79 °/o Cu. Gefunden: 21,52°/o Cu. 

Der alkoholunlésliche Teil, der aus Alanin und Leucin 
bestand, wurde in Kupfersalze verwandelt, die sich infolge 
ihrer ungleichen Léslichkeit in Wasser in die folgenden zwei 
Fraktionen trennen lieBen. 

a) Das in Wasser leicht lésliche Kupfersalz bildete tief- 
blaue Krystalle, welche in Aussehen und im Schmelzpunkt 
mit Alaninkupfer iibereinstimmten. 

0,1246 g Substanz gaben 0,03301 g Kupfer. 

Fiir Alaninkupfer |(C,H,NO,), Cul. 

Berechnet: 26,52 °/o Cu. Gefunden: 26,49°/o Cu. 

b) Das in Wasser schwer ldsliche Kupfersalz_bildete 
blaBblaue Krystalle, die sich im Kapillarrohre gegen 290° 
(unkorr.) zersetzten. 

0,1552 g Substanz gaben 0,0310 g Kupfer. 

Fiir Leucinkupfer |(C,H,.NO,), Cul. 

Berechnet: 19,64 °/o Cu. Gefunden: 19,97°/o Cu. 

Fraktion III wurde mit der 4—)dfachen Menge Wasser 
versetzt, wobei eine Olige Triibung auftrat, weshalb diese 
Fliissigkeit mit Ather wiederholt ausgeschiittelt wurde. Die 
vereinigten atherischen LOsungen wurden langsam eingedunstet, 
der Riickstand mit konzentrierter Salzsiure abgeraucht, wobei 
eine dunkel gefairbte Masse zuriickblieb. 

Zur Identifizierung des Phenylalanins wurde sie mit einer 
kleinen Menge Wasser aufgenommen, mit Ammoniak neutrali- 
siert und stehen gelassen. Die dabei erhaltene geringe Menge 
einer gelbbraunen Abscheidung wurde mit Kaliumbichromat 
und Schwefelsiure erhitzt, wobei der charakteristische Geruch 


nach Phenylacetaldehyd wahrzunehmen war. 
13° 
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Die von der iatherischen Lésung getrennte wisserige 
Fliissigkeit wurde am RiickfluBkiihler zur Verseifung gekocht 
und dann zur Trockne eingedunstet; der Riickstand betrug 
nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 0,9 g und bestand 
vollstandig aus Leucin. Im Kapillarohre erhitzt, schmolz das 
Praparat bei 270—280° (unkorr.) unter Zersetzung. 

Das Kupfersalz des Leucins: 

0,1601 g Substanz gaben 0,0308 g Kupfer. 

Fur Leucinkupfer [(C,H,.NO,), Cul. 

Berechnet: 19,64°/o Cu. Gefunden: 19,24°/o Cu. 

Fraktion IV wurde mit Barytwasser verseift und nach 
dem Entfernen des Baryts mittels Schwefelséiure stark einge- 
dunstet. Der so erhaltene Sirup wurde mit Wasser aufge- 
nommen und in das Kupfersalz umgewandelt. Nach dem 
Umkrystallisieren wurden 0,5 g reines Salz erhalten mit dem 
Schmelzpunkt ca. 232° (unkorr.). 

Fiir die Analyse wurde das Praéparat im Vakuum bei 
100° getrocknet. 

0.3400 g Substanz gaben 0,10106 g Kupfer. 


, »  0,02114 g Stickstoff. 
Fiir icine Kupfer (C,H NO, Cu). 
Berechnet : Géladien: 
30,49 °/o Cu. 29,729 /o Cu. 
6,71 °/o N. 6,22 °/o N 
Aus 2 Kilo lufttrockener Pilze wurden gewonnen: 
eee ee ee ee 0,40 g 
Trimethylamin ........ Spur 
Cholin. ......0 05 ee 0,41 g 
fo 5 we a + cee oe 1,60 >» 
D.. & cd: KEES 2,30 » 
Glutaminsdure (Kupfersalz) . . 0,50 > 
EE. ix. i a race Le cae 0,30 » 
Phonylaingim. . 5 2 sss @ wenig 


Mammit ...-+++e+ss+. sees 


























Beitrage zur Kenntnis des Hamatins. 
Von 
William Kiister. 


Uber die Methylierung des Hamins und die Anlagerung von 
Brom an Dimethyl(chlor)hamin und Dimethyl(brom)hamin. 


5, Mitteilung tiber methylierte Derivate des Hiimins nach Versuchen von 
A. Greiner, 
(Aus dem chem. Institut der ehemaligen Tierarztl. Hochschule zu Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1913.) 


In der 3. Mitteilung') wurde nachgewiesen, dafh bei der 
Oxydation des Dimethylhamins der Dimethylester der Haimatin- 
siure in einer Ausbeute entsteht, die fast zwei Molekeln auf 
ein Haiminmolekiil entspricht, wodurch fiir das Vorhandensein 
zweier Carboxyle im Hiamin ein weiterer und zwar schwer- 
wiegender Anhaltspunkt erbracht wurde. Denn, da sich Dimethyl- 
himin und Haémin in der empirischen Zusammensetzung nur 
um zwei CH,-Gruppen unterscheiden, konnte das Entstehen des 
ersteren nicht so gedeutet werden, dafi eine Einlagerung zweier 
Molekiile Methylalkohol erfolge, und da mit der zweifachen 
Methylierung die sauren Eigenschaften des Himins schwinden, 
konnten weitere saure Gruppen im Molekiil des Haémins nicht 
vorhanden sein. Die Annahme Pilotys, dafi im Hamin zwei 
Lactamgruppen und zwei saure Hydroxyle vorhanden sind, ist 
somit durch unanfechtbare Versuche widerlegt und das Dimethy]l- 
hamin muf als Dimethylester der zweibasischen Saure «Hiimin» 
angesprochen werden.?) Daf es langerer Zeit bedurfte, ehe sich 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 45, S. 2503 (1912). 

2) Wenn man die Anwesenheit von Carboxylen nach wie vor be- 
streiten will, bleibt nur noch die Annahme ibrig, die Aufmahme des 
Wassers erfolge wihrend der Oxydation zwischen 


| 
HC = C—OH, resp. HC — C- OCH,. 
{ | 


| 
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diese Vorstellung Bahn brechen konnte, hangt einmal zusammen 
mit der von Nencki eingefiihrten Formel C,,H,,0,N,FeCl fiir 
das Hamin, die diesen Forscher abhielt, seine Dialkylderivate 
als Ester anzusprechen, wie es die Art der Darstellung er- 
forderte, und die erst wieder durch die Formel mit vier 
Sauerstoffatomen ersetzt werden mubte, in welcher nunmehr 
zwei Carboxyle enthalten sein konnten, ferner aber mit der 
Tatsache, dali es Monoalkylderivate des Hamins gibt, so das 
Monoamylhémin Nenckis!) und das Monoathyl(brom)hamin, ?) 
die in Alkalien unloslich sind. In der Tat haben die beiden 
Carboxyle verschieden sauren Charakter, das folgt aus dem 
von mir mitgeteilten Dialysierversuch mit dem _ Binatrium- 
salz des Hamatins, das hierbei ein Molekil Natriumhydroxyd 
verliert,*) das folgt aus den Beobachtungen, welche die Existenz 
zweier isomerer Monomethylhimine héchst wahrscheinlich 
machen, von denen das eine durch kalte Sodalésung nicht auf- 
genommen wird,*) das folgt endlich aus den Versuchen Grei- 
ners, der die Methylierung des Himins mit Hilfe von Methyl- 
sulfat bewirkte. In stark alkalischer LOsung wurde hierbei ein 
Kintritt von Methyl nicht beobachtet, in schwach alkalischer 
Losung wurde Haimatin und Dehydrochloridhimin monomethy- 
liert, in saurer LOsung erfolgte ein glatter Eintritt von zwei 
Methylen und Bildung eines Dimethylhaémins, dessen Identitat 
mit dem Produkt, das mit Hilfe von Methylalkohol und Salz- 
siure erhalten wird, aus der Krystallform, den Ldslichkeits- 
verhialtnissen und der Besténdigkeit gegentiber heifer Soda- 
ldsung gefolgert werden kann. Nur eines der Praparate, die 
aus Haémin in methylalkoholisch-alkalischer L6sung durch Ein- 
wirkung von Methylsulfat und nachfolgende Fallung mit Salz- 
siiure dargestellt wurden, krystallisierte aus Eisessig nicht 
deutlich, ein Zeichen dafiir, daf Alkalien das Haémin beeinflussen 
kénnen, und zwar auch in der alkoholischen Losung. Die aus 


') Diese Zeitschrift, Bd. 30, S. 411 (1900). 

?) Ebenda, Bd. 40, S. 400 (1904). 

‘) Ebenda, Bd. 66, S. 197 (1910). 

*) Ebenda, Bd. 82, S. 114 (1912), 1V. Mittlg. tiber die Methylierung 


des Hamins. 
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Hamatin und Dehydrochloridhémin erhaltenen monomethylierten 
Produkte konnten nicht krystallisiert erhalten werden. Hierbei 
ist bemerkenswert, dali das Monomethyldehydrochloridhamin, 
trotzdem die Methylierung in alkalischer L6sung vorgenommen 
wurde, Hiaminhabitus aufwies und daf eine Einlagerung von 
Wasser nicht erfolgt war. 

Mit den Lésungen des Dimethylhamins in Chloroform und 
Eisessig konnte nun von Herrn Greiner die aus dem unge- 
sittigten Charakter des Farbstoffs gefolgerte Méglichkeit einer 
Addition von Brom in der Tat konstatiert werden, die an- 
scheinend ohne Entwickelung von Bromwasserstoff erfolgte. 
Dabei wurde in Chloroformlésung das Chlor des Hiimins mehr 
oder weniger weit durch Brom ersetzt, so dali zwar in guter 
Ausbeute Gemische von K6rpern entstanden, die sich bisher 
nicht trennen liefen. In Eisessiglésung trat diese Reaktion 
nicht ein, es konnte hier ein Dimethyl(chlor)hémindibromid 
erhalten werden. Anzeichen dafiir, daf ein Tetrabromprodukt 
entstehen kann, sind zwar vorhanden, jedenfalls entsteht es 
aber in ganz untergeordneter Menge auch dann, wenn auf ein 
Molekiil Hamin vier Atome Brom geboten werden. 

Um die erwahnte Komplikation — Ersatz des Himinchlors 
durch Brom — zu vermeiden, wurde noch ein Dimethyl(brom)- 
himin dargestellt und zwar ausgehend vom Dehydrochloridhimin, 
das in Methylalkohol unter Zusatz von verdiinnter Schwefel- 
siure geliést die Elemente des Bromwasserstoffs unter gleich- 
zeitig eintretender Veresterung addierte. Es lief sich gleich 
dem Dimethyl(chlor)hamin aus Eisessig umkrystallisieren und 
stellt nach den bisherigen Ergebnissen einen einheitlichen 
Korper vor. In Chloroform gelést addierte auch dieses «Hémin» 
zwei Atome Brom, so da ein Dimethyl(brom)himindibromid 
gewonnen werden konnte, das sich ebenfalls aus Eisessig um- 
krystallisieren lief und so von geringen Mengen eines hoher 
bromierten Produktes gereinigt wurde. 

Ein etwas abweichendes und noch nicht vollig geklirtes 
Verhalten wurde bei der Gewinnung von Dimethyl(brom)hiéimin 
aus dem Dehydrochloriddimethylhamin beobachtet. Zundachst 
wurde von Herrn Greiner experimentell sichergestellt, dai 


14* 
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bei der Einwirkung von Anilin auf Dimethylhamin!) eine Ab- 
spaltung von Methyl nicht stattfindet. Es darf also jetzt mit 
Bestimmtheit gefolgert werden, dali die bei dieser Reaktion er- 
folgende Herausnahme von Chlorwasserstoff das Wasserstoff- 
atom eines Carboxyls nicht zu betreffen braucht, sondern da8 
es auch von einer andern Stelle des Molekiils entnommen 
werden kann. Das erhaltene Dimethyldehydrochloridhimin 
erwies sich nun zum Teil in Ather lislich. Die Analyse des 
itherunléslichen Teils ergab noch einen Gehalt von 1°/o Chlor; 
im atherléslichen waren nur 0,25 °/o Chlor enthalten. Aus den 
Werten fiir C und H scheint aber hervorzugehen, dafB das 
letztere bei der Herstellung die Elemente des Wassers aufge- 
nommen hat. Aus beiden Produkten wurde dann ebenso wie 
aus dem Dehydrochloridhimin selbst, d. h. durch L6sen in 
Methylalkohol und verdiinnter Schwefelséure und Fallen der 
siedenden Lésung mit Bromwasserstoffséiure das entsprechende 
Dimethyl(brom)hamin hergestellt. Beide Korper krystallisierten 
prachtig, erwiesen sich aber ihrer Krystallform nach als ver- 
schieden, und als aus beiden durch Anilin wieder die De- 
hydrobromidprodukte gewonnen worden waren, zeigte das eine 
wieder die Léslichkeit in Ather, das andere nicht. Es bedarf 
also weiterer Versuche, um iiber diese nicht uninteressanten 
Verhaltnisse Klarheit zu schaffen. 

Das groéBte Interesse verdient auch das erhaltene Dibro- 
mid des Hémins. Einige Reagenzglasversuche bewiesen zunichst, 
dafi es sehr leicht méglich ist, das Brom zu entfernen sowohl 
durch wasserige Alkalien, wie durch Natriummethylat, endlich 
auch durch Zink und Essigsaure, einige weitere Versuche zeig- 
ten, dafi bei der Oxydation aus einer Molekel des Dibromids 
annihernd zwei Molekiile Himatinsaure entstehen und daneben 





') Bemerkenswerterweise wirkt Ammoniak, und zwar schon '/2-n-NH,, 
dem Anilin ahnlich, wenn auch weniger vollstandig. Wéahrend n-NaOH 
bei Zimmertemperatur auf Dimethylhamin nicht einwirkt, entfernt '/s-n-NH, 
unter gleichen Bedingungen etwa ?/s des Haminchlors, ohne den Farbstoff 
zu lésen. Das restierende Chlor ist dann sehr fest gebunden, so dah 
selbst ammoniakalische Silberlésung nur die Halfte des noch vorhandenen 
Chlors bei einmaliger Behandlung fortnahm. Diese Versuche sollen durch 
ein eingehendes Studium erganzt werden. 
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ein bisher nur in unzureichender Menge erhaltenes Produkt 
sich bildet, das aus alkalischer Lésung in Ather iibergeht, 
bromhaltig ist und den Stickstoff in leicht verseifbarer Form 
enthalt. Unter Zugrundelegung des Bildes,!) das ich fiir das 
Himin entworfen habe, erscheint daher die Annahme nicht 
unberechtigt, dafs die Addition von Brom jedenfalls nicht an 
den Teilen des Himinmolekiils erfolgt, die bei der Oxydation 
Himatinséure liefern, sondern an den zwei Vinylen, wobei 
allerdings die Aufnahme von vier Bromatomen erwartet werden 
diirfte, die aber nur in untergeordnetem Mabe erfolgt. Dieses 
Verhalten erinnert sehr an das einer konjugierten Doppel- 
bindung; doch stehen der Annahme einer solchen gewichtige 
Bedenken entgegen, zumal der Ubergang in Athyle bei der 
Reduktion zu Mesoporphyrin.?) Es ware wohl aber auch bei 
zwei Vinylen ein dhnliches Verhalten bei der Addition von 
Brom vorauszusehen, wenn beide Gruppen bereits in Beziehung 
zu einander stianden: %) 

He CH, Ht CH, 

' | k6nnte dann iibergehen in | 
HG:--CH, nf CH, 

So wird es von groftem Interesse sein, die Stellung der 
addierten Bromatome im Molekiil des Haémins zu ermitteln, 
und es wird die Losung dieser Frage vielleicht zugleich Auf- 
schluB iiber die Addition des Bromwasserstoffs bei der Her- 
stellung des Hamatoporphyrins geben. Nach der Auffassung 
H. Fischers,‘) fiir die vieles spricht, findet hier die Aufnahme 
des Bromwasserstoffs nicht an den Vinylen, sondern an der 
Doppelbindung statt, die sich von einem Methin zu einem 
Pyrrolkomplex erstreckt. Nun wird sich experimentell priifen 
lassen, ob diese Ansicht berechtigt ist, und zwar dadurch, dab 





') Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 469 (1912). 

2) Es ist allerdings erst eine Athylgruppe im Mesoporphyrinmolekiil 
streng nachgewiesen, da bisher nur ein Molekiil Methylathylmaleinimid 
bei der Oxydation aus einer Molekel Mesoporphyrin erhalten werden konnte. 

$) Bezw. zu den Vinylen anderer Molekeln, da nach meiner Auf- 
fassung an dieser Stelle die Polymerisation erfolgt. 

*) Vgl. die vorangehende Mitteilung ttber Hamatoporphyrin S. 52. 
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auf das Hamindibromid die Hamatoporphyrin bildende Wirkung 
des Eisessig-Bromwasserstoffs tibertragen wird. Entsteht hierbei 
ein Haimatoporphyrin, wie es nach einem Reagenzglasversuch 
den Anschein hat, so ware erwiesen, dafi Brom und Bromwasser- 
stoff sich an verschiedenen Stellen des Himinmolekiils addieren 
und zugleich wire in der Aufklaérung der Konstitution des 
Himins ein wesentlicher Fortschritt zu verzeichnen. 

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen K6rper 
lassen es notig erscheinen, eine tibersichtlichere Nomenklatur 
einzufiihren. Die bisher gebrauchte Bezeichnung «Dehydro- 
chloridhimin» fiir das der Elemente des Chlorwasserstoffs 
beraubte Himin erweist sich z. B. als wenig angebracht, wenn 
das Produkt aus dem an Stelle von Chlor Brom enthalten- 
den, als (Brom)Himin bezeichneten, durch Abspaltung von 
Bromwasserstoff gewonnen ‘worden ist. 

Wie schon in der vorangehenden Mitteilung!) schlage ich 
daher vor, den sauerstofffreien Komplex C,,H,,N, als Haimaterin, 
die zwei Carboxyle mehr enthaltende Muttersubstanz des Hamins 
C,,H,,0,N, als Hiimaterindicarbonséure zu bezeichnen. Dann wird: 


Haimin == das komplexe Chlorferrisalz 

(Brom)Himin = das komplexe Bromferrisalz der Himaterindicarbon- 
Himatin = das komplexe Oxyferrisalz | siure. 
Dehydrochloridhimin = das komplexe Ferrisalz | 





Experimenteller Teil. 


A. Die Methylierung von Hamatin, Dehydrochlorid- 
haimin und Hiamin in alkalischer L6sung durch Dime- 
thylsulfat. 

a) 6 g Haématin wurden in einer Literflasche durch 
600 ccm 1,33°/oige Kalilauge (etwa 14 Molekeln KOH auf 
1 Molekiil Ht) zur Lésung gebracht, 8 g Dimethylsulfat (nicht 
ganz 14 Molekeln) hinzugegeben und das Gemisch eine Stunde 
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Dann wurde mit einem 
kleinen Uberschu8 von Dimethylsulfat versetzt und das Schiitteln 
fortgesetzt, bis der Farbstoff vollstandig ausgefallen war, worauf 
der Niederschlag filtriert, mit verdiinntem Methylalkohol und 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 55; hier ist das Wort «zweibasische> 
Zeile 4 v. u. zu streichen. 
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mit Wasser SO, frei gewaschen wurde. Nach dem Trocknen 
im Vakuum betrug das Gewicht 6 g. 


0,1902 g Substanz (100°): 0,4533 g CO, und 0,0941 g H,O 
0,2103 » > (100°): 0,0008 » AgCl (Carius) 


0,1958 » » (100°): 0,0633 » AgJ (Zeisel) 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Fe: 65,22°%/o C 5,4°%o H 2,3°%o CH, 
Gefunden : 65,00 5,5 2,1 


Es lag also ein Monomethylhaimatin vor, das im Aussehen 
dem Hamatin durchaus glich, sich aber von diesem durch seine 
Unléslichkeit in kalter 5°/oiger Sodalésung!) unterschied, also 
dasselbe Verhalten zeigte wie das aus einem Monomethyl- 
haminpraéparat durch Einwirkung methylalkoholischer Natron- 
lauge erhaltene Monomethylhématin.?) Wie dieses wurde es 
beim Erwarmen von der Sodalésung aufgenommen. In Methyl- 
alkohol ist es unldslich, geht aber auf Zusatz einiger Tropfen 
verdiinnter Schwefelséure in Lisung, auf 1 g braucht man 
etwa 50 ccm Methylalkohol und 10 Tropfen 16°/oige Schwefel- 
siure. Die filtrierte und zum Sieden erhitzte Loésung wurde 
durch 10 cem 25°/oige Salzsiure vollstiindig gefillt; nach dem 
Auswaschen und Trocknen wurden 0,8 g eines «haminahnlichen>» 
Pulvers erhalten, das 4,29°/o CH, und 3,22°/o Chlor enthielt. 

0,1037 g Substanz (100°): 0,0690 g AgJ (Zeisel) 
0.1075 » > (100°): 0,0140 » AgCl (Carius). 

Es war also weitere Methylierung eingetreten, ein reines 
Dimethylhimin lag aber nicht vor, da die Chloraufnahme un- 
volistandig geblieben war, auch ging das Priiparat durch Methy!- 
alkohol teilweise in L6sung, nachdem etwas verdiinnte Schwefel- 
sdure zugefiigt worden war. Diese Ergebnisse bestiatigen also 
durchaus die friiher*) gemachten Erfahrungen. 

Eine weitergehende Methylierung des Hiamatins in alka- 
lischer L6sung konnte dagegen bisher niemals beobachtet werden. 
Um so bemerkenswerter ist, daf in saurer L6sung ein Produkt 
entsteht, das drei Methyle enthalt, allerdings konnte es bisher 
nicht in reinem Zustande erhalten werden. 





*) '/10-n-K,CO,-Lésung liste geringe Mengen auf. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 153 (1912). 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 156 (1912). 
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3 g bei 110° getrocknetes Monomethylhimatin wurden, 
mOglichst fein gepulvert, mit 5 g Dimethylsulfat und 50 ccm 
Methylalkohol eine halbe Stunde am Riickflufkiihler erhitzt. 
In die durch Glaswolle ohne Riickstand filtrierte L6sung wurde 
dann soviel Natronlauge eingetragen, dafi eine Fallung ent- 
stand,') diese filtriert und bis zum Verschwinden der SO,- 
Reaktion ausgewaschen. 

Nach dem Trocknen im Vakuum lagen 2,5 g eines leicht 
zerreibbaren haminihnlichen Koérpers von fast schwarzer Farbe 
vor, der sich in Aceton, Methylathylketon und Benzol leicht, 
in Chloroform sehr leicht léste, wahrend er in Methylalkohol 
nur zum Teil loslich war. Die Nichteinheitlichkeit zeigte sich 
auch beim Erhitzen mit Natronlauge, wobei etwa die Halfte in 
Losung ging, durch kalte Natronlauge, sowie durch Soda, selbst 
beim Erhitzen, wurde eine Loésung nicht erreicht. 

Die Analyse zweier Praparate — als Ausbeute wurden 
bei einem zweiten Versuch 2,9 g aus 3 g erhalten — gab nur 
in bezug auf den Methylgehalt Ubereinstimmung. 

0,2689 g Substanz: 0,2629 g AgJ = 6,24°%o CH, 
0.1267 » > (100°): 0,1266 » » == 6,37%o >» 

Uber den Ort des Eintritts der 3. Methylgruppe laBt sich 
einstweilen nichts aussagen, nur so viel scheint sicher, daBh 
ein methylschwefelsaures Himatin?) nicht vorliegt, denn nach- 
dem 1 g des Koérpers mit 150 ccm siedendem Methylalkohol 
behandelt worden war, wobei 0,3 g unléslich zuriickblieben, 
und die Lésung mit Salzsaiure versetzt wurde, fielen 0,4 g 
eines braun gefiirbten Produkts aus, das 4,44°/o Chlor enthielt, 
wiahrend noch 5,87°/o CH, enthalten waren. 

0.1085 g Substanz (100°): 0,0999 g AgJ 
0.0798 » > (100°): 0,0143 » AgCl. 

b) 3 g Dehydrochloridhimin (komplexes Ferrisalz der 
Haimaterindicarbonsiiure), aus reinem Hamin dargestellt, wurden 
mit Hilfe von 3,6 g KOH (8 Molekiile) in 300 ccm Wasser ge- 
lést und die Lésung nach Zugabe von 1,9 g Dimethylsulfat 


') Es waren etwa 4 g NaOH hierzu ndtig. 
?) In einer Probe konnte auch nach dem Schmelzen mit Soda- 


Salpeter kein Schwefel nachgewiesen werden. 
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eine Stunde, nach Zugabe tiberschiissigen Dimethylsulfats so- 
lange geschiittelt, bis sich der Farbstoff ausgeschieden hatte. 
Es wurden 3 g eines braunschwarzen Koérpers vom Haminha- 
bitus erhalten, der nach der Analyse als ein Monomethylde- 
hydrochloridhamin anzusprechen ist. 
0,1271 g Substanz (100°): 0,3105 g CO,, 0,0610 g H,O und 0,0153 g Fe,O, 
0,1387 » x (100°): 0,0460 » AgJ (Zeisel) 
Ber. fiir C,,H,,0,N,Fe: 66,7790 CG 5,25%o H 8,9%Jo Fe 2.39% CH, 
Gef. : 66,62 5,33 8,42 2,1 

Das Praparat wurde von 1 °/oiger Sodalésung bei Zimmer- 
temperatur allmahlich aufgenommen, in heifer Sodalésung, sowie 
in kalter Natronlauge ist es leicht léslich. Bemerkenswert er- 
scheint, daB eine Anlagerung von Wasser bei dieser Methylierung 
in alkalischer L6sung nicht erfolgt ist. Diese Tatsache im Verein 
mit der hier wieder!) beobachteten Erscheinung, daf eine weitere 
Methylierung in saurer Loésung nicht erfolgt, spricht dafiir, dab 
gerade im komplexen Ferrisalz der monomethylierten Hima- 
terindicarbonséure das Eisen mit seiner dritten Wertigkeit an 
ein Carboxyl gebunden ist und daf diese Bindung schwer zu 
sprengen ist.2) 2 g des obigen Praéparats wurden mit Hilfe 
weniger Tropfen verdiinnter Schwefelsaiure in methylalkoholische 
Lésung gebracht und die siedende Losung mit Salzséure ge- 
fallt. Erhalten wurden 1,9 g eines Korpers vom Himinhabitus, 
der 2,3°/o Methyl und 4,4°/o Chlor enthielt. In Bestatigung 
friiherer Beobachtungen wurde also auch hier ein wahres Ha- 
min nicht erhalten. 

0.1379 g Substanz (100°): 0,0245 g AgCl (Carius) 
0,0830 >  » (100%): 0,0311 » AgJ (Zeisel). 

c) 5 g Himin, nach der Methode Moérners mit Hilfe von 
Methylalkohol hergestellt, wurden in 50 ccm Methylalkohol, der 
1,8 g Kaliumhydroxyd gelést enthielt (= 4 Molekiile), durch 
kurzes Schiitteln gelést, die sofort — ohne Riickstand — filtrierte 





1) Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 157|8 (1912). 

2) Das komplexe Ferrisalz der Himaterindicarbonsaure selbst scheint 
in alkalischer Lésung Wasser aufnehmen zu kénnen, doch geschieht das 
nicht immer, die Bedingungen haben noch nicht festgestellt werden kinnen ; 
in saurer Lésung wird es dimethyliert. Vgl. 1. c., S. 125 und 155. 
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Losung zum Sieden erhitzt und langsam 4 g Dimethylsulfat 
unter Umriihren hinzugegeben. Nach Beendigung der heftigen 
Reaktion wurde in der Siedehitze mit 15 cem 25°/oiger Salz- 
siure versetzt und der hierbei sofort und anscheinend quan- 
titativ gefillte Farbstoff nach dem Erkalten abfiltriert, SO,-frei 
sewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 
im Durchschnitt mehrerer Versuche 4,5 g.!) 

Alle Praparate lésten sich vollstaéndig in heifem Benzol 
und krystallisierten daraus in der fiir Dimethylhamin charak- 
teristischen Form, d.h. in kleinen, spitzen Nadeln, auch liefen 
sich die Praparate aus heiBem Eisessig (30: 1) umkrystallisieren. 

Heibe Sodalosung war ohne Einfluf. 

I. 0.1891 g Substanz (100°): 0,4384 g CO,, 0,0918 g HO, 0,0248 g Fe,0, 
0.1153 > » (100°): 0,083. » AgJ (Zeisel) 
0,1012 » > (100°): 0,0219 » AgCl (Carius) 
O0,1321 » » (100°): 9,2 cem N, 9,5°, 738,5 mm B. 
II. 0.1362 » > (100°): 0.3166 g CO, und 0,0688 g H,O 
0,1349 » , (100°): 0,0938 » AgJ (Zeisel) 


III. 0.1327 » » (100°): 0,0874 » » > 
C H N Cl Fe CH, 
Ber. fiir CygH,,0,N,FeCl: 63,57%o 5,34%Jo 8,22 5,22%0 822%) 4,3%o 
Gef. : I. 63,23 539 832 53 9.0 4.6 
Il. 63,39 5,6 ae a ae 4 4 
~~ - - ian 4.2 


Nach allem war also durch die beschriebene Methode der 
Methylierung aus einem rohen Hamin ein reines Dimethylhamin 
gewonnen worden. Doch muf hervorgehoben werden, daB die 
vollstiindige Methylierung erst durch die zuletzt zugefiigte Salz- 
siiure erfolgt. Bei der Analyse eines Praparates im Gewichte 
von 3,3 g z. B., das sich nach der Einwirkung des Dimethyl- 


') Es ist auch bei dieser Methylierungsmethode nicht ratsam, mehr 
als 5 g Himin auf einmal in Arbeit zu nehmen oder die Aufarbeitung 
zu unterbrechen. Beim lingeren Stehen der methylalkohol-alkalischen 
Lisung scheidet sich z. B. das gebildete Chlorkalium ab, nach dem Ein- 
tragen von Dimethylsulfat kommt es zur Abscheidung von Kaliumsulfat, 
wenn die Methylierung durch langeres Schiitteln bewirkt wird, und die 
anorganischen Salze reifien Farbstoff mit nieder. Es kann bei Verwen- 
dung von z. B. 20 g Himin aber auch die Methylierung unvollstandig 
bleiben. 
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sulfats, die hier durch lingeres Schiitteln ausgeiibt wurde, zu- 
sammen mit betrachtlichen Mengen von Sulfat abgeschieden 
hatte und von letzterem durch Auswaschen getrennt worden 
war, ergab sich ein Methylgehalt von 3,3°/o (0,1192 Substanz 
(100°) :0,0614 AgJ), daneben waren 5,07 °/o Chlor enthalten 
(0,1152 Substanz (100°): 0,0236 AgCl), es war also das nach 
der Einwirkung der methylalkoholischen Kalilauge in der L6- 
sung als Chlorkalium vorhandene Chlor unter den eingehaltenen 
Bedingungen wieder in den Farbstoff zuriickgetreten. Uber- 
haupt fallt auf, dafi die beschriebene Methode zu einem reinen 
Dimethylhimin gefiihrt hatte, denn das Hiimin war ja mit einem 
Alkali in Beriihrung gekommen, allerdings nicht in wasseriger, 
sondern in alkoholischer Lésung. Unter den eingehaltenen Be- 
dingungen kann es aber nicht zur Bildung von Hamatin ge- 
kommen sein, aus dem wir ja niemals ein reines Hamin zu- 
riickerhalten haben. So kann es denn auch nicht wunder- 
nehmen, dafi die beschriebenen giinstigen HResultate, die bei 
5 Versuchen erhalten wurden, bei einem 6. insofern vermilt 
wurden, als sich das erhaltene Priiparat aus Essigséure nicht 
umkrystallisieren lief, d.h. beim Erkalten der heil gesittigten 
Lésung schieden sich hier keine Krystalle ab. Nach der Ana- 
lyse zu urteilen, war auch dieses Préparat reines Dimethyl- 
himin, auch im Verhalten gegen heife Sodaldsung zeigte sich 
kein Unterschied. Es enthielt 63,62°/o C, 5,05°/o H, 5,48°/o Cl 
und 4,38 °/o CHa. 

0,2076 g Substanz (105°): 0,4843 g CO, und 0,0944 g H,O 

0,1524 » > (105°): 01065 » AgJ 

0,1012 » > (105°): 0,0219 » AgCl. 

In stark alkalischer Losung findet eine Methylierung des 
Himins durch Methylsulfat nicht statt. 

30 g eines rohen MOrner-Hamins mit 0,75°/o CH, wur- 
den durch 400 ccm Methylalkohol, die 36 g KOH gelodst ent- 
hielten = 13 Molekiile, in L6sung gebracht und die zum Sieden 
erhitzte Lésung mit 24,7 g Dimethylsulfat versetzt. Nach Be- 
endigung der Reaktion wurde durch Salzsiure gefillt. Das er- 
haltene Produkt wurde schon durch Sodalésung bei Zimmer- 


iemperatur aufgenommen und enthielt nur 1,3°/o CHsg. 
0,1293 g Substanz (100°): 0,030 g AgJ. 
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B. Die Methylierung des Haémins in saurer Lisung 
durch Dimethylsulfat, 

Trockenes Hamin lést sich in Dimethylsulfat nicht auf, 
erst nach Zusatz von Methylalkohol und Verdampfen des letz- 
teren wird der Farbstoff auf erneuten Zusatz von Methylalkohol 
gelést. Dieses Verhalten beruht auf einer Verdrangung und 
Verfliichtigung des Haminchlors als Methylchlorid und Bildung 
des in Alkohol leichter léslichen Sulfats; im abdestillierten 
Methylalkohol konnte das Vorhandensein reichlicher Mengen 
von Chlorionen nachgewiesen werden. Die Darstellung des 
Dimethylhimins gestaltete sich dann wie folgt: 

10 g fein gepulvertes und bei 110° getrocknetes Roh- 
haimin nach Mérner wurden in 16,3 g Dimethylsulfat (= 8 Mo- 
lekeln) verteilt und der einige Minuten auf dem Wasserbade 
erwirmten Mischung 50 g Methylalkohol zugefiigt, worauf so- 
lange erhitzt wurde, bis letzterer abgedunstet war. Nunmehr 
wurden 400 ccm Methylalkohol zugesetzt, eine Stunde am Riick- 
flubkiihler erhitzt und die entstandene LOsung filtriert. Zum 
siedenden Filtrat lat man nunmehr langsam und unter Riihren 
59 ccm einer 10°/oigen methylalkoholischen Kalilauge (= 7 Mol. 
KOH) fliefen,!) worauf sofort mit 100cem 25 °/oiger Salzsiiure 
gefillt wurde. Die Ausbeute an SO,-frei gewaschenem und im 
Vakuum getrocknetem Farbstoff betrug 8,5 g. Derselbe erwies 
sich durch seine Resistenz gegen heife Sodalosung, durch seine 
Loslichkeit in heifem Benzol und die Form seiner Krystalle als 
Dimethylhimin. Zur Analyse wurde aus Eisessig umkrystallisiert. 


I. 0,2150 g Substanz : 0,4971 g CO, und 0,1044 g H,O 
0,1780 » > : 0,0386 » AgCl 
0.1053 » . : 0,0727 » AgJ 


II. 0,2018 » > (100°): 0,1435 » » 
Ber. fiir C,,H,,O,N,FeCl: 63,57°/o C  5,34°%/o H 5.22% Cl 4,3°%o0 CH, 
Gef.: I. 63,06 5,39 5,29 44 

I. — -- — 4.5 

‘) Die Methylierung geht auch ohne den Zusatz der Kalilauge von 
statten; es ist bisher aber nicht gegliickt, ein krystallisiertes Hamin 
dabei zu erhalten. 

Zur Methodik vgl. z. B. Kostanecki und Lampe, Ber. der 
Deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 1669 (19092); H. Decker und O. Koch, 


Ber., Bd. 40, S. 4794 (1907). 
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C. Die Anlagerung von Brom an das Dimethylhimin. 


Die ungesattigte Natur des Himins ist bereits durch viele 
Reaktionen erwiesen, so entfarbt sich auch eine wiasserige Ka- 
liumpermanganatlOsung, wenn sie mit einer benzolischen Lésung 
von Dimethylhaémin geschiittelt wird. In der Tat zeigte sich 
nun auch, daf eine Losung von Dimethylhémin in Chloroform 
beim Schiitteln mit etwas Brom dieses Element vollstandig 
wegnahm, und daraufhin wurde versucht, ein Additionspro- 
dukt herzustellen von der Voraussetzung ausgehend, dab das 
Haimin imstande sein wtirde, vier Atome Brom aufzunehmen, 
wie es beim Ubergang in Mesoporphyrin vier Wasserstoff- 
atome addiert. Die Analysen der erhaltenen Priaparate, bei 
deren Gewinnung eine Entwicklung von Bromwasserstoff iibri- 
gens nicht beobachtet werden konnte, zeigten aber bald, daf 
eine Addition von vier Atomen Brom auch bei lingerer Ein- 
wirkung nicht zu erzielen war, wie denn auch bei Verwendung 
der entsprechenden Menge Brom stets noch freies Brom nach 
beendeter Reaktion nachzuweisen war. Sie zeigten ferner, dab 
die aufgenommene Brommenge eine schwankende war und sich 
zwischen zwei und vier Atomen bewegte, endlich aber auch, 
daB stets mehr oder weniger Chlor durch Brom verdringt 
worden war. Zum Beleg fiihre ich zwei Versuche an: 

I. 2 g Dimethylhiimin wurden in 40 g Chloroform ge- 
lost, die Losung durch eine Kiltemischung gekiihlt und hierauf 
die gleichfalls gekiihlte L6sung von 1 g Brom in 10 g Chlo- 
roform unter Riihren eingetropft.!) Hierauf wurde durch Uber- 
leiten eines getrockneten Luftstroms der Uberschuf des Broms 
und der grofite Teil des Chloroforms abgesaugt, der Rest der 
Losung durch Petrolather gefallt, der Niederschlag abfiltriert 
und mit Petrolither gewaschen. Ausbeute 2,8 g, im Vakuum 


getrocknet. 
0,4461 g Substanz: 0,3132 g (AgCl +- AgBr), hieraus 0,2503 g AgCl, 
woraus sich berechnet: 0,2655 g AgBr und 0,0477 g Ag(l.?) 
II. 5 g Dimethylhamin wurden mit 3 g Brom und 120 g 
Chloroform drei Stunden lang geschiittelt, die filtrierte Losung 


1) 679,5 g Dimethylhdmin verlangen 320 g Brom = 4 Atome. 
2) Vgl. Treadwell, III. Aufl., S. 232. 
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blieb 15 Stunden im Dunkeln stehen, worauf durch Petrol- 
iither gefallt wurde. Ausbeute 7 g. 
0.1151 g Substanz: 0,0894 g (AgCl + AgBr), 0,0694 g AgCl 
oder 0,0844 g AgBr +- 0,0050 g Ag(Cl. 
Berechnet fiir C,,H,,0,N,FeCIBr,: 19,05%o Br 4,20 Cl 
; > CygH,,0,N,FeCIBr,: 32,01%o >» 3,5%o » 
Gefunden: I. 25.3% » 3,0°%o » 
II. 31,390 >» 1,07%o » 

Die erhaltenen Praparate lésten sich sehr leicht in Chlo- 
roform, im krystallisierten Zustande war keins zu gewinnen, es 
lagen also augenscheinlich Gemische vor, deren Trennung zu- 
nichst modglich schien, da sich in Essigester und Benzol nur 
ein Teil aufléste, doch gelang es bisher nicht, einheitliche K6r- 
per zu erhalten, wenn auch der in Benzol lésliche Teil von 
Priiparat II (0,85 g von 5 g) kein Chlor mehr enthielt. 

Bessere Resultate wurden nunmehr bei der Verwendung 
einer essigsauren LOsung des Dimethylhimins insofern erhalten, 
als hierbei ein Dimethylhimindibromid entstand, allerdings in 
mifiger Ausbeute. 

5 g Dimethylhamin wurden in 250 ccm siedendem Eis- 
essig geldst, die LOsung filtriert und rasch gekiihlt, worauf 
2,5 g in Eisessig geldsten Broms unter Turbinieren eingetropft 
wurden, was die Bildung eines Niederschlags zur Folge hatte. ') 
Er wurde abfiltriert, mit Eisessig, dann mit Wasser ausge- 
waschen und auf Ton gestrichen im Vakuum getrocknet. Die 
Ausbeute betrug im Durchschnitt mehrerer Versuche 5 g eines 
schwarzbraunen, in Benzol nicht, in Chloroform sehr leicht 
loslichen K6rpers, der sich aus letzterer Lésung zwar in regel- 
mabiger Form, aber nicht deutlich krystallisiert beim Verdunsten 
des Lésungsmittels abschied. 

0,1311 g Subst.(vakuumtrocken): 0,2461 g CO,, 0,0519 g H,O u.0,0122 g Fe,0, 

O1168> » | : ): 0,0651 » AgJ 

0.1372> » | 3 ): 0,0839 » (AgCl +- AgBr) = 0,0696 g AgCl 
oder 0,0603 g AgBr -+- 0,0236 > >» 


') Eine Entwicklung von Bromwasserstoff konnte hierbei nicht be- 
obachtet werden, auch enthielt das Waschwasser keine Bromionen. 
In der Warme verdringt Brom das Chlor des Hamins auch in 


essigsaurer Lésung. 
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C H Fe Br CG:SCSs«CC, 
Ber. fiir C,,H,,0,N,FeClBr,: 51,4°/o 4,28°%/o 6,67°/o 19,05°/o 4,2°o 3,57° 
(ref. : 51,19 439 6,51 18,73 4,26 3,55 


Danach diirfte das erhaltene Produkt als ein Dimethylhémin- 
dibromid anzusprechen sein. Mit demselben ist nun, abgesehen 
von einigen Reaktionen, die zeigten, dafB das Halogen sowohl 
durch Alkalien, wie auch durch Zinkstaub und EKssigsiure 
anscheinend leicht abgespalten wird, eine Reihe von Versuchen 
ausgefiihrt worden, die den Zweck verfolgten, ein Spaltungs- 
stiick zu erhalten, das tiber die Stellung des angelagerten 
Broms im Haminmolekiil Aufschlu®B geben konnte, nachdem 
einige orientierende Versuche mit dem aus Chloroformlésung 
erhaltenen Gemisch von Bromierungsprodukten des Hamins 
gezeigt hatten, dafi bei der Oxydation mit Chromsiiure ein 
Kérper entstand, der aus alkalischer Lésung in Ather tiberging, 
bromhaltig war und in bis zu 5 mm langen, spitzen Nadeln 
nach dem Verdunsten des Athers krystallisierte. Des weiteren 
ergab sich, dafB 17 Atome Sauerstoff in Form von Chromtri- 
oxyd, auf die Molekel des Dimethylhaémindibromids berechnet, 
die besten Ausbeuten an atherléslichem Gesamtprodukt lieferten, 
nimlich 2,2 g aus 5 g. Aus 24 g des «Hiimins» wurden bei 
dieser Versuchsreihe 9,5 atherlosliche Produkte erhalten, die 
zum grofiten Teil aus Himatinsiiure bestanden, wahrend nur 
0,4 g der aus alkalischer Losung in Ather iibergehenden 
Substanz gewonnen wurden. Da eine Reinigung derselben durch 
Sublimation einer Probe nach zu urteilen, Erfolg versprach, 
wurde die Gesamtausbeute vorsichtig der Sublimation unter- 
worfen, wodurch indessen eine nur fiir eine Schmelzpunkts- 
bestimmung ausreichende Menge Sublimat erhalten wurde. Er 
wurde unscharf, bei 148—154° liegend befunden. 

Leider fiihrten auch die mit dem aus Eisessig erhaltenen 
Dimethylhémindibromid ausgefiihrten Oxydationsversuche noch 
zu keinem giinstigen Resultat in bezug auf den aus alkalischer 
Lésung in Ather iibergehenden Koérper, nur konnte noch fest- 
gestellt werden, dali er Stickstoff enthielt, dali dieser durch 
Kinwirkung 10°/oiger Schwefelsdure in Form von Ammoniak 
abgespalten wurde, wobei auch Brom ionisiert wurde, und dal 
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alsdann ein saurer Korper entstanden war. Sonach hat es 
den Anschein, als ob ein bromhaltiges Imid vorlage. Demnach 
muBte die Addition von Brom in dem Teil der Haminmolekel 
erfolgt sein, der bei der Oxydation keine Hamatinsdure liefert, 
und diese Folgerung wenigstens konnte durch das Experiment 
gestiitzt werden. Es wurden naémlich bei der Oxydation von 
5,2 g Dimethylhiimindibromid!) mit 21 Atomen Sauerstoff 2,1 g 
reine Himatinsdure C,H,O, (Schmelzpunkt 97,5) erhalten, das 
sind aber 95°/o der fiir zwei Molekiile auf eine Molekel des 
Bromids berechneten Menge. 


D. Das Dimethyl(brom)haimin oder das komplexe Brom- 
ferrisalz des Haimaterindicarbonsiuredimethylesters. 


In friiheren Abhandlungen?) war gezeigt worden, daB sich 
das komplexe Ferrisalz der Himaterindicarbonséure oder das 
sogenannte Dehydrochloridhimin durch Anlagerung von Chlor- 
wasserstoff wieder in Hémin iiberfiihren laBt, in der 4. Mit- 
teilung*) wurde die Gewinnung des Dimethylhimins aus dem- 
selben Koérper beschrieben. Es lag daher nahe, auch die An- 
lagerung von Bromwasserstoff zu versuchen, um auf diesem 
Wege den in der Uberschrift genannten bisher nicht bekannten 
Korper herzustellen, der sich fiir die Addition von Brom ge- 
eigneter erweisen mute, weil hier ja eine teilweise Ver- 
driingung von Chlor durch Brom nicht stattfinden konnte. 
Als Material stand uns zunachst ein bereits vor langerer Zeit 
dargestelltes Praparat von «Dehydrochloridhimin» zur Ver- 
fiigung, aus dem nach der Eisessigmethode‘) ein reines Hamin 
nicht mehr hatte erhalten werden kénnen. In der Tat ldste 
sich jetzt von 32 g nur etwa die Hialfte beim Behandeln mit 
Methylalkohol, der etwas Schwefelsdure enthielt,*®) auf, aus der 


‘) Angewendet wurden 10 g, es blieben aber 4.8 g eines eisen- 
haltigen, hamatinahnlichen Kérpers zuriick, der sich augenscheinlich der 
Oxydation entzogen hatte. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 408 (1904); Bd. 66, S. 165 (1910). 

8) Ebenda, Bd. 82, S. 155 (1912). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 40, S. 412 (1904). 

’) Fir 1 g wurden 50 ccm Methylalkohol und 10 Tropfen ver- 
diinnter Schwefelsiure verwendet, zum Fallen 3 ccm 66° /oiger HBr. 
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filtrierten und zum Sieden erhitzten Loésung konnte dann aber 
durch Zufiigen konzentrierter Bromwasserstoffsiure ein « Himin» 
ausgefallt werden. Der Niederschlag wurde nach 24stiindigem 
Stehen filtriert, erst mit verdiinntem Methylalkohol, dann mit 
Wasser SO, frei gewaschen, auf FlieBpapier, dann im Vakuum 
getrocknet und schlieflich je 1 g mit Hilfe von 40 g siedenden 
Eisessigs gelost. Aus der filtrierten L6sung schieden sich beim 
Erkalten 0,8—0O,9 g eines in Form von Nadeln oder kleinen 
Staibchen krystallisierenden K6rpers aus, der sich, nach der 
Analyse zu urteilen, als das gesuchte Produkt erwies. Aus- 
beute 12,5 g. 


0,2239 g Substanz (100°): 0,4846 g CO,, 0,0997 g H,O, 0,0249 g Fe,0, 
0.2294 » > (100°): 0,1485 » AgJ (Zeisel) 
0,1251 » > (100°): 0,0315 » AgBr (Carius) 
C H Fe Br CH, 
Ber. fiir C,,H,,0O,N,FeBr: 59,67°/o 4,97°%/o 7,73°%o 11,05°/o 4,14°/o 
Gef. : 59,03 4,95 7,78 10,71 4,1 


Auch die Eigenschaften des Korpers entsprechen durch- 
aus denen des Dimethylhimins: Besténdigkeit gegen 5°/oige 
Sodalésung bei !/2stiindigem Erhitzen im Wasserbade, Unlés- 
lichkeit in kalter Natronlauge, die dann beim Erwiirmen ldést, 
LOslichkeit in Aceton, Methylathylketon, Benzol und Chloro- 
form, Unléslichkeit in Methylalkohol und Ather. 


E. Das Dimethyl(brom)haimindibromid. 

Die Addition von Brom an das komplexe Bromferrisalz 
des Hamaterindicarbonséuredimethylesters (Dimethyl(brom)ha- 
min) wurde sowohl in Lésung von Chloroform als in Eisessig 
bewirkt und ergab im ersteren Falle ein befriedigendes Resultat. 

3 g wurden in 100 g Chloroform geldst und die Lésung 
nach Zugabe von 1,33 g Brom (= 4 Atome), ebenfalls in Chloro- 
form gelést, 2 Stunden geschiittelt, darauf filtriert und im Dunkeln 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, bis das Chloroform zum 
grOBten Teil verdunstet war, worauf der Farbstoff durch Petrol- 
iither gefallt und ausgewaschen wurde. Die Ausbeute an im 
Vakuum getrocknetem Additionsprodukt betrug 3,6 g. Wie eine 
Analyse!) zeigte, enthielt dasselbe etwa 2°/o Brom mehr, als 





') 0,2395 g Substanz (100°): 0,1633 g AgBr = 29,01°%o Br, be- 
rechnet: 27,15°/o. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 15 
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sich aus der Formel fiir ein Dibromid berechnet. Es diirften 
sich also auch hier geringe Mengen eines Tetrabromids gebildet 
haben. Dieselben liefen sich aber leicht durch Umkrystalli- 
sieren des Rohprodukts aus siedendem Eisessig im Verhiltnis 
1 : 30 beseitigen, und zwar schied sich beim Erkalten der Farb- 
stoff in guter Ausbeute wieder aus. Die einzelnen, sehr kleinen 
Krystillchen besafen scheiben- bis rdhrenformige Gestalt. Das 
Produkt war unléslich in Ather und Methylalkohol, léslich in 
Benzol, Aceton und Methylathylketon, sehr leicht l6slich in 
Chloroform, durch Sodalésung wurde es auch beim Erhitzen 
nicht angegriffen. 

0,1511 g Substanz (100°): 0,2695 g CO, und 0,0559 ¢ H,O 

0,1025 » > (100°): 0,066 » AgBr (Carius) 

Berechnet fiir C,,H,,0,N,FeBr,: 48,87°o CG 4,07%o H 27,15%o Br 
Gefunden : 48 64 4,11 27,4 

Bei der Addition von Brom in essigsaurer Lésung wurde 
ein reines Dibromid bisher nicht erhalten. 

K. Die Einwirkung von Anilin auf durch Methylierung in 
saurer LOsung hergestelltes Dimethylhaimin fiihrte bei Ver- 
wendung von 5g des letzteren zu 4,9 g eines Produktes, das 
sich durch Ather trennen lieB. 3 g blieben ungelést zuriick, 
wiahrend 1,9 g in Ather geldst und nach Abdestillation des 
Athers gewonnen wurden. Zur Entfernung des bei der Reak- 
tion entstehenden Dianilinochinonanils wurde der letztere Teil 
zweimal mit Ather ausgewaschen. Beide Kérper waren gegen 
heiBe Sodalésung durchaus bestindig und erwiesen hierdurch, 
daf eine Verseifung durch die Behandlung mit Anilin nicht 
eingetreten war. Beide K6rper lésten sich in Chloroform, 
Aceton und Methylithylketon, konnten jedoch aus diesen 
Lésungen nicht im krystallisierten Zustande erhalten werden; 
auch lésten sich beide in heifbem Eisessig auf, beim Erkalten 
trat aber keine Abscheidung ein. 

Nach der Analyse zu urteilen, hatte das dtherldsliche 
Produkt I wihrend der Herstellung ein Molekiil Wasser auf- 
genommen. 

I. 0,1470 g Subst. (imVak. getr.): 0,3525 g CO,, 0,0754 g H,O u. 0,0160 g Fe,0, 
0,0966> >» (» » » ): 0,0011 » AgCl (Carius) 
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I]. 0,1502 g Subst. (imVak. getr.): 0,3636 » CO,, 0,0746 g H,O u. 0,0184 g Fe, 0, 


0,1129> » (> » » ): 0,0045»AgCl (Carius) 

Berechnet fir C,,H,,0,N,Fe: 67,8%o C 5,44% H 0,0°%o Cl 8,7%o Fe 
; > CygH,,O;N,Fe: 65,35 5,59 0,0 8,47 
Gefunden : I. 65,39 5,69 0,28 8,29 
lI. 66,02 5,5 0,98 8.57 


Gegentiber Methylalkohol zeigten beide Kérper das cha- 
rakteristische Verhalten des Dehydrochloridhimins: sie lésten 
sich verhialtnismabig leicht auf, sobald der Suspension ein paar 
Tropfen verdiinnter Schwefelséiure zugefiigt worden waren. 
Dies wurde benutzt, um auch hier die Anlagerung von Brom- 
wasserstoff vorzunehmen. 

Je 1 g des in Ather léslichen (I) und des in Ather un- 
léslichen Produkts (IJ) wurden mit Hilfe von 50 ccm Methyl- 
alkohol und 20 Tropfen verdiinnter Schwefelsdéure unter Er- 
wirmen gelést, die warme Lésung filtriert und die zum Sieden 
erhitzten Filtrate durch 20 ccm 25°/oiger Bromwasserstoffsiiure 
gefillt. Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag filtriert, zu- 
erst mit verdiinntem Methylalkohol, schlieBlich mit Wasser bis 
zum Verschwinden der SQ,- und Br-Reaktionen gewaschen, im 
Vakuum und bei 100 getrocknet. Unter dem Mikroskop be- 
trachtet erschienen beide «Hamine» als aus wohl ausgebildeten 
Krystallen bestehend, die sich jedoch von einander wesentlich 
unterschieden. Die aus I erhaltenen stellten meist Nadeln vor, 
die einzeln oder in biischelformiger Anordnung auftraten, da- 
neben erschienen einzelne wetzsteinformige Gebilde und lang- 
gestreckte Prismen mit vollkommen ausgebildeten pyramidalen 
Kndflachen. Die aus II erhaltenen stellten Prismen vor, die 
fast simtlich zu schwalbenschwanzformigen Zwillingskrystallen 
vereinigt waren. Beide K6érper waren gegen kalte wisserige 
Sodalésung und Natronlauge bestindig, von der Sodalésung 
wurden sie auch bei zweistiindigem Erhitzen auf dem Wasser- 
bade nicht verdndert, von heifer Natronlauge dagegen bald 
gelést. Sie waren léslich in Chloroform, Aceton und Benzol, 
lieBen sich auch aus Essigséure umkrystallisieren und _ er- 
schienen dabei in den erwahnten Formen. Die Analyse ergab 
namentlich bei II einen etwas zu niedrigen Wert fiir Brom, was 


15* 
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sich indessen aus dem noch vorhandenen Chlorgehalt des zur 
Herstellung verwendeten Dimethyldehydrochloridhaimins erklart. 
I, 0,0727 g Substanz: 0,0182 g AgBr = 10,58°o Br, statt 11,05°/o 
II. 0.1539 > > : 0,03383 > » = 92% » » 11,05% 
Je 0,5 g der beiden Dimethyl(brom)hamin wurden hierauf 
durch Einwirkung von Anilin in bekannter Weise wieder des 
Halogenwasserstoffs beraubt, wobei zu erwarten war, da in 
dem einen Falle nur in Ather ldsliches, im andern Fall nur 
in Ather unldsliches Dimethyldehydrochloridhamin entstehen 
werde. Die Ausbeuten betrugen 0,43 g und 0,48 g. Tatséch- 
lich blieben auf dem Filter nach der Extraktion mit Ather im 
ersten Fall nur 0,03 g Farbstoff zuriick, waihrend im zweiten 
Fall iuBerst geringe Mengen in Loésung gingen und 0,47 g 
Farbstoff zuriickblieben. 


G. Einwirkung von Ammoniak auf das Dimethylh&min. 


Wiihrend 1°/oige Natronlauge bei Zimmertemperatur ohne 
jeden Einflu8 auf Dimethylhémin ist, schlieBt sich das Ammo- 
niak in seiner Wirkung an das Anilin an und entfernt einen 
Teil des Chlors. 

| g Dimethylhamin wurde mit 100 ccm 1/2 n-NH, eine 
Stunde lang bei Zimmertemperatur geschiittelt, worauf abfil- 
triert und ausgewaschen wurde. Obwohl nicht die geringste 
Spur von Farbstoff in Lésung gegangen war, befanden sich in 
derselben 22,2°/o des im angewendeten Haémin vorhandenen 
Chlors. Gefunden 0,0471 g AgCl =0,01152 g Cl. Bei einer 
zweiten und dritten Behandlung wurden noch 12,4 und 5°/o 
des Chlors herausgelést (gefunden 0,0262 und 0,0104 g Ag(Cl), 
eine weitere Herausnahme fand dann nicht mehr durch das 
0,85°/oige Ammoniak statt. Das noch vorhandene Chlor — 
nach einer Analyse!) 3,02°/o — war also durch das Ammoniak 
als Alkali in eine nicht mehr ionisierbare Bindung gedrangt 
worden. Es wurde nun der Versuch gemacht, diesen Rest 
durch Behandlung mit ammoniakalischer Silberlésung abzu- 
spalten, zu welchem Zweck 0,5 g des mit Ammoniak er- 


‘) 0,1039 g Substanz (100°): 0,0127 g AgCl. 
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schépfend behandelten Dimethylhimins mit einem UberschuS 
der Silberl6sung zwei Stunden geschiittelt wurden. Die filtrierte 
Lésung enthielt geringe Mengen von Farbstoff, die beim Ein- 
dampfen des mit Salpeterséiure angesduerten Filtrats leicht zer- 
stért wurden, worauf durch Salzséure 0,0333 g AgCl gefiallt 
wurden. Von den noch vorhandenen 0,0151 g Chlor waren 
also 0,00824 oder fast 55°/o durch die angegebene Behand- 
lung eliminiert worden. 


Stuttgart, am 9. Juni 1913. 








Uber das Homologe des Muscarins in der C,-Reihe. 
Von 


V. Brabant. 


(Institut fiir physiologische Chemie an der Universitat von Lowen (Louvain, Belgien.) 
Direktor Prof. F. Malengreau. 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1913.) 


Das Muscarin und die mit ihm zusammenhingenden Ver- 
bindungen gehodren vielmehr in die Physiologie als in die 
Chemie. Das Muscarin weist in gewissem Sinne die Eigen- 
schaften eines Aldehydes und eines Amines gleichzeitig auf, 
zweier Funktionen, die am verbreitetsten und wichtigsten bei 
Naturprodukten sind. Durch die Zusammenwirkung beider im 
Muscarin wird eine bemerkenswerte Wirkung auf den Organis- 
mus, insbesondere das Herz hervorgerufen, die schon viele 
Untersuchungen veranlaft hat. Diese Verbindungen sind im 
ganzen noch wenig bekannt, der Grund hierfiir liegt vielleicht 
in dem Aldehydrest, denn dieser bringt infolge seiner Unbe- 
stiindigkeit héufig Schwierigkeiten bei der Untersuchung che- 
mischer Verbindungen mit sich. Der dringende Wunsch, die 
chemischen Eigenschaften von Substanzen, die dem Muscarin 
nahe stehen, niher kennen zu lernen, um sie gegebenenfalls 
mit anderen Verbindungen identifizieren zu kénnen und beson- 
ders die interessanten Folgerungen, ihrer Wirkung auf den 
Organismus, zu denen man bei einem vergleichenden Studium 
kommen mufte, haben uns veranlabt, die Synthese einiger 
von ihnen, die uns spiter als Material fiir physiologische Ver- 
suche dienen sollen, zu versuchen. 

Gegenstand der vorliegenden Untersuchung ist das niachste 
Homologe des Muscarins, das B- Homomuscarin, zu dem noch 
eine isomere a-Form existiert, auf die wir ndchstens zurtick- 


kommen werden 


H-C:0 H-C:0 
| | 
CH, HG - N(CH,),OH 
| 
CH,—N(CH,),OH CH, 


8-Homomuscarin. a-Homomuscarin. 
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In der ersten dieser beiden Verbindungen ist die Aldehyd- 
funktion vom Aminrest durch eine Methylengruppe getrennt, 
wiihrend in der zweiten beide Funktionen sich am selben 
Kohlenstoffatom befinden. Daher muf die zweite Verbindung 
dem Muscarin ahnlicher sein, sie ist ja nur ein C-methyliertes 
Muscarin. 

Das Ausgangsmaterial fiir das B-Homomuscarin war frisch 
dargestelltes Acrolein, das iiber den Athyl-1,3-dichlorpropyl- 
iither in das Acetal des 8-Chlorpropionaldehyds_ ver- 
wandelt wurde. 

An dieses Chloracetal lieB sich leicht Trimethylamin 
anlagern, wenn man die Komponenten im geschlossenen Gefial 
einige Stunden lang auf Wasserbadtemperatur erhitzt. Das 
Additionsprodukt bildet schéne Nadeln, die sich jedoch infolge 
ihrer groben Hygroskopizitaét nicht analysieren lassen ; sie bilden 
jedoch mit Gold- und Platinchlorid Doppelverbindungen, die 
ihre Charakterisierung gestatten. Vom Acetal zum Aldehyd 
selbst gelangt man mittels konzentrierter Salzsaéure. Nach 
vollstandiger Verdampfung hinterbleibt eine sirupdése Masse, 
die nach einigen Tagen krystallisiert und nun das Chlorhydrat 
des B-Homomuscarins darstellt. 

Der Gesamtverlauf der Reaktionen lift sich demnach 
wie folgt darstellen : 


O- C,H, O- C,H, 
H-C:0 | Ec HCL 
' | > Oo 
HO ona)? CH, ay 4 I, 
H,C H,C - Cl H,C - Cl 
Acrolein. Athyl-dichlorpropyl- Athylacetal des §-Chlor- 
Ather. propionaldehyds. 
o- Cm. 0- C,H, H-C:0 
H - cg H- cé HCl | 
O-C,H; ~N(CH,), otek ——- CH, 
CH, ontario CH, | 
| | H,C — N(CH,),CI 
H,C - Cl H,C - N(CH;,),C1 salzs. B-Homo- 


muscarin. 


Die Krystalle des Chlorhydrates des §-Homomuscarins 
zeigen alle charakteristischen Reaktionen der Aldehyd- und 
Amingruppen. So geben sie Doppelsalze mit Gold- und Platin- 
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chloriden, reduzieren F ehlingsche Losung und ammoniakalische 
Silberlosung, kondensieren sich mit Phenylhydrazin und geben 
mit salzsaurem Semicarbazid ein scharf schmelzendes Semicar- 
bazon, das sich zum Nachweis gut eignet. 


Experimenteller Teil. 
Diathylacetal des B-Chlorpropionaldehyds. 


CH,€1 

Von dem Acetal des B-Chlorpropionaldehyds ausgehend hat 
W ohl') eine Reihe von Aminoaldehyden darstellen kénnen. Er 
erhielt es, indem er frisch destilliertes Acrolein tropfenweise in 
zwei Volumina mit Salzsiiuregas in der Kiilte gesittigten Athyl- 
alkohol eintrug. Die Masse trennt sich hierbei in zwei Schichten, 
von denen die untere das Acetal ist. Wohl neutralisiert dann 
mittels Calciumcarbonat, wiischt mit Wasser, trocknet iiber 
KOH und destilliert unter vermindertem Druck. Alle Ver- 
suche, die wir anstellten, um auf die angegebene Weise das 
Acetal zu erhalten, scheiterten. Wenn man Acrolein zu 
mit Salzsiéure gesiittigtem Alkohol zufiigt, bilden sich in der Tat 
zwei Schichten, von denen die obere aus mit Saéure gesattigtem 
wiisserigen Alkohol besteht, wihrend die untere den Athyl- 
dichlorpropyl-Ather C,H,-O-CHCI-CH,-CH,Cl  darstellt. 
Dieser Ather destilliert bei 72° unter einem Druck von 25 mm; 
er ist unléslich in Wasser, raucht an der Luft unter Verbreitung 
eines stechenden Geruches. Calciumcarbonat und freies Alkali 


sind ohne Wirkung auf ihn, umn das Acetal zu gewinnen. 
Nach der Reinigung liefert die Substanz 0,4801 g AgCl aus 0,2781 g 
Substanz. 


Gefunden : 43,3°/o Cl 
Berechnet fiir den Ather: 45,1°/o » 
> >» das Acetal: 21,3°o >» 


Die kleine Differenz in der Analyse mag von der Anwesenheit einer 
veringen Menge Acetals herriihren. 


') Berl. Ber., Bd. 21, S. 618 (1888); Bd. 31, S. 1796 (1898); Bd. 33, 
S. 2761 (1890); Bd. 34, S. 1914 (1891). 
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Eine Bildung des dichlorierten Athers tritt nicht ein, 
wenn man Salzsiiuregas zuerst auf Acrolein einwirken 1abt 
und dann dies Produkt auf mit Salzsaure gesiittigten Alkohol 
reagieren lat; man erhdlt so nur ein unbestiindiges Produkt. 

Die Uberfiihrung des gechlorten Athers ins Acetal kann 
mittels Natriumalkoholat erfolgen, aber einfacher erhalt man 
es, wenn man bei gewOohnlicher Temperatur 2—3 Tage lang 
einen Uberschuf von Alkohol einwirken lif8t. Wiihrend in 
der Warme eine vollige Zersetzung des Molekiils eintritt, 
reagiert der Alkohol in der Kélte nur unter Entwicklung von 
HCl und Bildung des Acetals. Dieses Verfahren haben wir 
dann auch stets angewandt. Das Endprodukt wurde mit 
Wasser gewaschen, mit Ather aufgenommen und unter ver- 
mindertem Druck destilliert. Dabei blieben regelmabig Spuren 
des Dichlorathers tbrig, die wir mit Natriumathylat umsetzten. 
Dann wurde wieder mit Wasser gewaschen, mit Ather aufge- 
nommen und im Vakuum destilliert. So erhielten wir ein 
Priparat, das regelmafig bei 84° unter 25 mm Druck siedete. 
Das in dieser Weise gewonnene Acetal ist sehr bestindig, 
es kann monatelang ohne Verinderung aufbewahrt werden. 
Es ist unléslich in Wasser, léslich in den meisten organischen 
Losungsmitteln, es entwickelt bei Erwiirmen einen angenehmen 
Geruch. Bei hdherem Erhitzen unter gew6hnlichem Druck 
zersetzt es sich etwa bei 145° unter HCl-Verlust und Bildung 


von Acrolein. 
Analyse: 0,1432 g Substanz gaben 0,2670 g CO, und 0,1143 g H,O 


0,3235 » > >» 0,2656 » AgC) 
Berechnet fiir C,H,,0,C1: Gefunden : 
C == 50,4%o 50,7 °/o 
H = 9,0% 8,9 Fy 
Cl = 21,3°%Jo 20,4°/o 


Chlorhydrat des 8-Homomuscarin-acetals, Trimethyl- 
B, B-dioxathylpropyl-ammoniumchlorid. 
C,H, - O. 


DCH — CH,— CH,— N(CH)3C1. 
CH, - 0- 
Man erhalt das Chlorhydrat des B-Homomuscarinacetals, 


wenn man das eben beschriebene Acetal des Chlorpropional- 
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dehyds (1 Mol.) und 1 Molekil Trimethylamin in 33°/oiger 
alkoholischor L6sung aufeinander wirken lat. Die beiden 
I liissigkeiten vermischen sich und lésen einander auf, und das 
Priiparat behilt seine Durchsichtigkeit, wenn das Acetal frei 
von jeder Spur Chloréther war. Die Reaktion wird in ver- 
schlossenen Rohren bei Wasserbadtemperatur vorgenommen. 
Berlinerblau!) hat bei der Darstellung von Muscarin aus dem 
entsprechenden Acetal und Wohl?) bei der des Aminopropion- 
siureacetals die Temperatur bis auf 115—120° gesteigert: 
diese erhOhte Temperatur ist indessen beim Homomuscarin 
nicht notig, die Reaktion vollzieht sich vielmehr bei 100° inner- 
halb von 7—8 Stunden. (Das Chlor in £-Stellung hat eben 
eine grobe Reaktionsfahigkeit, vom Chlor in a-Position kénnen 
wir ein gleiches nicht behaupten, bei ihm waren unsere Be- 
miihungen, Trimethylamin zu fixieren, bisher ohne Erfolg.) Nach 
dem Abkiihlen bildete der Inhalt des ROhrchens eine klar durch- 
sichtige, leicht gelbliche Fliissigkeit. Einige Male fanden wir 
darin Krystalle, die sich als salzsaures Trimethylamin erwiesen, 
das seine Entstehung der Gegenwart von Spuren von Chlorither 
verdankt. Bei Anwendung von sorgfaltig raffiniertem Acetal 
findet keine Ausscheidung statt. Erhitzt man nun offen auf dem 
Wasserbade zur Vertreibung des Alkohols und tiberschiissigen 
Trimethylamins, so findet teilweise Zersetzung unter Bildung 
von an seinem Geruch leicht erkennbaren Acrolein statt. Um 
diese Zersetzung zu vermeiden, verdampfen wir im Vakuum 
bei 35—40° zur Trockene. Dabei hinterbleibt eine krystalli- 
sierte Masse, die aus sternférmig orientierten kleinen Nadeln 
besteht, die sehr hygroskopisch sind. Sie sind lislich in Wasser 
und Alkohol, aber unlislich in Ather. In wiisseriger oder al- 
koholischer L6sung konnten wir daraus Doppelsalze abscheiden. 


Platindoppelsalz [HC(OC,H,), - CH, - CH, - N(CH,),|,PtCl,. 


Dieses Doppelsalz fallt aus, wenn man zu der alkoholischen 
Losung des salzsauren Salzes eine 10°/oige alkoholische Lésung 


') Berichte, Bd. 17, S. 1139 (1884). 
*) loc. cit. 
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von Platinchiorid zugibt. Das neue Salz ist leicht léslich in 
Wasser, aber nicht in Alkohol. Man kann es daher aus heiftem 
verdiinnten Alkohol umkrystallisieren, man erhiilt dabei kleine 
Stiibchen. Noch besser gelingt die Krystallisation aus Methy!- 
alkohol; man erhiilt dabei grofe, prismatisch-rhombische, orange- 
rote Krystalle. Beim Erhitzen beginnt sich das Salz bei 160° 
zu schwirzen, es zersetzt sich unter Gasentwicklung gegen 
190—195°. Diese Temperaturangabe ist aber nicht ganz ein- 
wandfrei, denn wie wir bemerkten, zersetzen sich alle Gold- 
und Platinsalze aus B-Homomuscarinverbindungen bei dieser 
Temperatur. Das liegt an der Unbestindigkeit dieser Verbin- 
dungen in der Hitze, eine Unbestiandigkeit, die in der C,-Reihe 
grOBer zu sein scheint, als in der C,-Reihe. Das Platindoppel- 
salz krystallisiert ohne Krystallwasser, es wurde tiber Schwefel- 
siiure getrocknet und dann analysiert. 


0.1970 g Substanz gaben 0,2182 g CO, und 0,1157 g H,O 


0.3111 > > neutralisierten (Kjeldahl) 7,1 ccm ®/to-H,SO, 
0.1190 » > gaben 0,0294 g Pt 
Berechnet fiir C,,H,,N,O,Pt, : Gefunden: 
CG = 30,4°/o 30,2 °/o 
H = G2%e 6,5 °/o 
N = 3,5% 3.5% 
Pt = 24,7°%o 24,70 


Golddoppelsalz HC(OC,H;), - CH, - CH, - N(CH,), - AuCl,. 


Wenn man zu einer wasserigen Lisung des salzsauren 
Homomuscarins eine 10°/oige Goldchloridlisung zusetzt, so 
fallt sofort ein dichter gelber Niederschlag aus, der in Wasser 
unléslich, aber in Alkohol leicht léslich ist, und zwar schon 
in der Kilte. Wenn man aber versucht, ihn aus verdiinntem 
Alkohol umzukrystallisieren, so tritt zwar Losung ein, daneben 
aber der stechende Geruch nach Acrolein, ein Zeichen von be- 
ginnender Zersetzung, auf. Man kann das Salz aber reinigen, 
indem man es in kaltem Alkohol list und Wasser zugibt; so 
erhalt man breite, gliinzende, strohgelbe Nadeln. Im Laufe 
der Zeit reduziert sich das Salz, besonders in wisseriger LOsung, 
unter Abscheidung von metallischem Gold an den Glaswanden 
in Spiegelform. Beim trokenen Erhitzen beginnt die Verfirbung 
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bei 85°, es schmilzt bei 93—95° zu einer klaren, goldgelben 
Fliissigkeit, die sich jedoch rasch zersetzt. Nach dem Trocknen 
liber H,SO, wurde es analysiert. 
0,3250 g Substanz neutralisierten (Kjeldahl) 6,5 ccm "/10-H,SO, 
0,1163 >» . gaben 0,0430 g Au 
Berechnet: Au = 37,1°/o Gefunden: 36,9 °/o 
N = 2.5% 2.5% 


Salzsaures Salz des B-Homomuscarins. 


uw -C:9 
CH, 


| 
H,C - N(CH,),Cl 


Fiir die Umwandlung von Acetalen in die zugehorigen 
Aldehyde sind verschiedene Methoden angepriesen worden, uns 
hat die besten Resultate das Verfahren, dessen sich E. Fischer?) 
fiir die Darstellung von Aminoacetaldehyd aus Aminoacetal 
bedient, geliefert. Hierbei lat man tropfenweise das Acetal 
in das achtfache Volumen stark gekihlter, konzentrierter Salz- 
siure einflieBen, man laf6t dann bei gewohnlicher Temperatur 
5—6 Stunden stehen, verdampft alsdann im Vakuum, wobei 
man dafiir Sorge zu tragen hat, dafi die Temperatur nicht 
iiber 40° steigt, und erhdlt so eine dunkelgelbe, sirupdése Masse, 
die man im zehnfachen Volumen Wasser aufnimmt und dann 
mit Tierkohle 12 Stunden stehen 1laBt. 

Nach dem Filtrieren erhalt man eine farblose Flissigkeit, 
die man wieder unter den oben angegebenen Vorsichtsmab- 
regeln im Vakuum eindampft. Hierbei resultiert eine sirupdse 
Masse, die im Laufe der Zeit zu krystallisieren beginnt; leichter 
erfolgt die Krystallisation, wenn man mit einem fertigen Krystall 
impfen kann. Die Krystalle sind etwas hygroskopisch, sie sind 
leicht léslich in Wasser und Alkohol, unldslich in Ather. Ihre 
Lésung zeigt Aldehydreaktionen, sie reduziert Fehlingsche 
und ammoniakalische Silber-Lésung. In essigsaurer Lésung er- 
folgt Kondensation mit Phenylhydrazin, es bildet sich dabei 
bereits in der Kite eine weiBe, milchige Triibung, die sich 


1) Berichte, Bd. 26, S. 92. 











Uber das Homologe des Muscarins in der (,-Reihe. 213 
beim Erwarmen lig zu Boden setzt; Krystalle konnten wir 
daraus leider nicht erhalten. Dagegen liefert die Substanz bei 
der Einwirkung von salzsaurem Semicarbazid ein krystallisiertes 
Semicarbazon und auch mit Gold- und Platinchlorid charak- 
teristische Doppelsalze. 

Es war uns nicht mdglich, die Base selbst in freiem Zu- 
stande zu erhalten. Wenn man versucht, sie durch Ag,O in 
Freiheit zu setzen, so erfolgt zuerst Bildung von AgCl, das 
sich aber unter Abscheidung von Silberstaub bald zersetzt, 
indem es die Substanz oxydiert. 


Platindoppelsalz [HCO -. CH, - CH, - N(CH,},|,PtCl,. 


Dieses Salz kann sowohl in wiasseriger wie in alkoho- 
lischer Losung dargestellt werden, da es in beiden Ldsungs- 
mitteln in der Kalte gleich schwerloslich ist. Aus heibem Wasser 
kann es in mikroskopischen, schwach orangegelben Stabchen 
erhalten werden. Es enthalt kein Krystalld6sungsmittel. Beim 
Erwdrmen zersetzt es sich, ohne zu schmelzen, gegen 156—160°. 
Zur Analyse wurde es tiber H,SO, getrocknet. 


0,1877 g Substanz gaben 0,1530 g CO, und 0,0890 g H,O 


0,1192 » > » 0,0364 » Pt 
0,3137 > neutralisierten (Kjeldahl) 10 ccm /10-H,SO, 
Berechnet fiir C,,H,,N,O + PtCl,: Gefunden : 
CGC = 22,5°%o 22,2 °/o 
H = 4,5°%o 5,20 
N= 43% 4,49/9 
Pt = 30,3°/o 30,5 9/0 


Golddoppelsalz HCO - CH, - CH, - N(CH,),AuCl,. 


Entsteht in wisseriger Loésung. Es ist strohgelb und kry- 
Stallisiert wie das Platinsalz in mikroskopischen, in Wasser 
unloslichen, in Alxohol léslichen Krystallen, die aus der alko- 
holischen Lésung durch Wasser gefallt werden kénnen. Beim 
Erhitzen in Wasser zersetzen sie sich unter Goldabscheidung ; 
trocken erhitzt beginnen sie sich bei 130° zu verfiirben, sie 
schmelzen unter Zersetzung bei 150—155°. Sie enthalten kein 
Krystallwasser, doch trocknen sie schwerer wie die Platinver- 
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bindung. Sie wurden fiir die Analyse erst auf 100° erhitzt 
und dann im Exsikkator tiber H,SO, aufbewahrt. 


0,1042 g Substanz gaben 0,0447 g Au 
Berechnet fiir C,H,,ON-AuCl,: Au = 43,2°o Gefunden: 42,9°/o 


Semicarbazon NH,.CO.NH.N=CH.CU, - CH, - N(CH,), - Cl. 


Das Semicarbazid ist sicher eines der besten und be- 
quemsten Reagenzien zum Nachweis der Aldehydfunktion unter 
Bildung krystallisierender, scharf schmelzender Verbindungen. 
Wie oben erwihnt, gelang es uns nicht, mit Phenylhydrazin 
zu einem krystallisierenden Derivat zu gelangen, ganz anders 
beim Semicarbazid. Wir lésten in 12 cem Wasser 2 g Homomus- 
carinchlorhydrat mit der gleichen Menge Kaliumacetat und salz- 
saurem Semicarbazid und erwarmten eine halbe Stunde lang. 
Beim Abkiihlen bildet sich ein weifer, krystallinischer Nieder- 
schlag, der sich aus heifem Wasser wieder umkrystallisieren labt. 
Er bildet kleine, regulare Oktaeder. Schmelzpunkt 247,5° korr. 


0,0935 g Substanz, getrocknet iiber H,SO,, neutralisierten 15 ccm "/10-H,SO, 
Berechnet fiir C,H,,ON,Cl: 22,6°/o N. Gefunden: 22,4°o N. 


























Notiz iiber das Vorkommen alkoholbestandiger karminroter 
und braunroter Farbstoffe in der Haut von Knochenfischen. 
Von 
Professor Dr. med. et phil. E. Ballowitz, Direktor des anatomischen 
Instituts der Westfalischen Wilhelms-Universitaét Miinster 1. W. 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1913. 


Es wird allgemein angenommen, dai die in der Haut 
der Knochenfische vorkommenden, in besonderen Farbstoff- 
zellen, den Erythrophoren, enthaltenen roten Farbstoffe zu 
der Gruppe der Fettfarbstoffe oder Lipochrome_ gehdren, 
welche, wie bekannt, leicht in fettl6senden Reagentien geldst 
und durch diese, vor allem durch Alkohol, schnell und voll- 
stiindig aus den Chromatophoren extrahiert werden. 

Bei meinen ausgedehnten Untersuchungen!) tiber die 
Chromatophoren und Chromatophoren-Vereinigungen in der 
Haut der Knochenfische entdeckte ich nun bei bestimmten 
Teleostiern Farbstoffe, welche sich hiervon abweichend ver- 
halten und in Alkohol bestindig sind. Selbst monatelanger 
Aufenthalt der Hautstiicke in starkem Alkohol und in einem 
Gemisch von Ather sulfur. und absolutem Alkohol zu gleichen 
Teilen bringen den Farbstoff nicht zur AuflOsung und rufen 
keine Veranderung an demselben hervor. Diese roten Farb- 





') Vgl. E. Ballowitz, Uber chromatische Organe in der Haut von 
Knochenfischen. Mit 15 mikrophotographischen Abbildungen. Anat. Anz., 
Bd. 42, Nr. 7/8, 1912. — Derselbe, Die chromatischen Organe in der 
Haut von Trachinus vipera Cuv. Mit 7 Figuren im Text und Tafeln 
XIV—XVIII. Zeitschr. f. wissensch. Zoolog., Bd. 104, 1913. — Derselbe, 
Uber schwarz-rote und sternférmige Farbzellen-Kombinationen in der 
Haut von Gobiiden. Ein weiterer Beitrag zur Kenntnis der Chromato- 
phoren-Vereinigungen bei den Knochenfischen. Mit 5 Tafeln und 25 Text- 
figuren. Zeitschr. f. wissensch. Zoolog., Bd. 106, 1913. — Derselbe, Uber 
schwarz-rote Doppelzellen und andere eigenartige Chromatophoren-Ver- 
einigungen in der Haut von Knochenfischen. Anatom. Anzeig., Bd. 44, 
Nr. 5, 1913. — Derselbe, Uber die Erythrophoren in der Haut der See- 
barbe, Mullus L., und iiber das Phinomen der momentanen Ballung und 
Ausbreitung ihres Pigmentes. Nach Beobachtungen an der lebenden Zelle. 
Mit 2 Tafeln. Archiv fiir mikroskopische Anatomie, 1913. 
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stoffe weichen dadurch von den tibrigen, in der Fischhaut 
sehr verbreiteten roten und gelben Lipochromen ab _ und 
miissen eine andere chemische Konstitution besitzen, als diese 
Lipochrome. 

Da hierdurch diese Farbstoffe ein besonderes Interesse 
beanspruchen, modchte ich die interessierten Fachkreise durch 
diese Notiz auf sie aufmerksam machen und vielleicht zu 
ihrer niiheren chemischen Untersuchung anregen. 

Die alkoholbestaéndigen roten Pigmente treten in zwei 
sehr verschiedenen Farbenniiancen auf und zwar als karmin- 
rote und als braunrote. 

Der auffilligste Farbenton ist derjenige, welchen ich 
als den karminroten bezeichnet habe, da er der Karminfarbe 
am niichsten steht, wenn auch die eigentliche Karminfarbe 
ein wenig satter ist und etwas ins Blauliche spielt. In den 
Priparaten schwankte die Farbe zwischen einem dunkleren, 
mit einem Stich ins Bléuliche oder Violette gehenden, dem 
Weinrot sich nahernden Farbenton und mehr helleren, leuchtend 
roten FarbentOnen, die der Malerfarbe Hell-Rosalack nahe- 
kommen. Das hangt auch etwas von der Art der Behandlung 
ab. In den in Balsam eingeschlossenen Préparaten erscheinen 
diese Chromatophoren leuchtend hell karminrot bis tief wein- 
rot, wenn auch letzteres seltener ist. Diese Farbe weicht sehr 
ab von dem Rot, Orange und Rotbraun der gewohnlichen, in 
Alkohol nicht besténdigen Erythrophoren der Fische. Bei den 
letzteren, z. B. bei den Gobiiden, habe ich héchstens ein 
leuchtendes Feuerrot angetroffen mit deutlichem Stich in das 
Gelbliche. Der karminroten Farbung bin ich dagegen bis jetzt 
nur bei diesen alkoholbestaéndigen Pigmenten begegnet. 

Die karminroten, alkoholbestandigen Pigmentzellen konnte 
ich bei mehreren Gattungen von Zierfischen feststellen und 
zwar unter den Cyprinodonten bei Fundulus gularis Boulenger 
und Fundulus Sjéstedti und bei Haplochilus chaperi Sauvage. 
Vereinzelt und in kleinen Gruppen traf ich sie auch bei Pan- 
todon Buchholzi Peters an, bei letzterem Fisch, von welchem 
ich aber nur ein Alkoholexemplar untersuchen konnte, waren 
sie bisweilen recht gro. 
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Besonders schOn und zahlreich sind sie bei Fundulus 
Sjostedti, bei welchem Knochenfisch ich sie auch zuerst auf- 
fand, dann aber auch bei Fundulus gularis; bei beiden Arten 
zeichnen sich die Mannchen durch schéne dunkelrote Flecken 
und Streifen aus. Auch die Flossen sind mit solchen Flecken 
und Binden versehen. Alle diese roten Schmuckfarben der 
Mannchen werden bei den beiden Fundulusarten durch die 
karminroten Erythrophoren erzeugt. Dabei ist hervorzuheben, 
dafi die roten Zellen bei nahe verwandten Arten vermibt 
werden; so konnte ich sie bei Fundulus chrysotus und Hap- 
lochilus rubrostigma nicht auffinden, obwohl der letztere 
Teleostier, wie schon sein Name sagt, auch leuchtend rote 
Flecken aufweist. Diese Flecken werden hier aber durch 
Chromatophoren mit gewohnlichem, alkoholldéslichem, braun- 
rotem Pigment verursacht. 

Wie die Untersuchung mit Zeifischen Immersions- 
Systemen ergab, ist das karminrote Pigment an grébere und 
feinere, in den Erythrophoren in grofer Zahl_befindliche 
Kérnchen gebunden. Die groben Korner erscheinen rundlich, 
leuchtend rot, stark lichtbrechend und gliinzend; sie sind 
grOber als die Metaninkoérnchen der schwarzen Farbstoffzellen, 
der Melanophoren. Die kleineren Kérnchen der karminroten 
Zellen sind zarter und blasser gefirbt als die grofien Korner. 

Die andere Farbennuance des alkoholbestindigen Pig- 
mentes ist ein davon recht verschiedenes, helleres oder 
dunkleres Rotbraun, das sich nicht sehr unterscheidet von dem 
Farbenton, den die gewohnlichen, nicht alkoholbestéindigen 
Erythrophoren der Knochenfische unter dem Mikroskope oft 
darbieten. Ganz besonders dunkel und gesiittigt, einem hellen 
Kaffeebraun sich nahernd, wird die Farbe des zusammen- 
geballten Pigmentes in den lebensfrischen Zellen. Breitet sich 
das Pigment aus, sodaf es sich in diinner Lage verteilt, so 
wird die braune Farbe heller und erhalt oft, besonders in 
den Balsampraéparaten, einen sehr deutlichen Stich ins Rosa. 

So gefirbte Chromatophoren fand ich gleichfalls bei 
mehreren Zierfischen aus verschiedenen Familien auf und zwar 
unter den Cyprinodontidae bei Xiphophorus helleri Heckel, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 16 
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unter den Anabantidae bei Betta rubra und unter den 
Nandidae bei Badis_ badis. 

Auch bei diesen Fischen ist der alkoholbesténdige braun- 
rote Farbstoff an kleine Kérnchen gebunden. 

Die Untersuchung der lebensfrischen Zellen fiihrt nun 
zu dem bemerkenswerten Resultat, daf die braunroten K6érn- 
chen nicht die einzigen Pigmentkornchen dieser Zellen sind: 
vielmehr finden sie sich stets vergesellschaftet mit reichlichem 
gelbem, gleichfalls in kleinsten Kérnchen sitzendem Pigment. Wir 
haben es hier demnach mit einer Vereinigung von braunroten 
und gelben Farbstoffkérnchen in derselben Farbstoffzelle zu 
tun, und habe ich diese Chromatophoren daher als Xantho- 
Erythrophoren bezeichnet. Das Interessante und Eigenartige 
ist dabei nun, dafis der gelbe, in den kleinen Kornchen 
sitzende Farbstoff zu den Lipochromen gehort, die in Alkohol 
sehr leicht und vollstindig léslich sind. In den in gewohn- 
licher Weise hergestellten, zuvor mit Alkohol behandelten 
Balsampriiparaten ist daher von dem gelben Farbstoff keine 
Spur mehr vorhanden, wiihrend die braunroten alkoholbe- 
stiindigen Farbstoffkérner sich vollstaéndig intakt konserviert 
haben. 

Die obigen Mitteilungen iiber diese alkoholbestandigen 
roten Farbstoffe der Fischhaut médgen geniigen.  Inbetreff 
alles Naiheren iiber diese auch morphologisch interessanten 
Chromatophoren verweise ich auf meine soeben im Archiv 
fiir mikroskopische Anatomie erschienene') ausfiihrliche Ab- 
handlung: die der Abhandlung beigegebene farbige Tafel 
illustriert die oben geschilderten abweichenden Farbennuancen. 


') KE. Ballowitz, Uber Erythrophoren besonderer Art in der Haut 
von Knochenfischen. Mit Tafel XIV. Archiv fiir mikroskop. Anatomie, 
Bd. 82, Abt. I, 1913. Diese Chromatophoren wurden kiirzlich von mir 
auf der 27. Versammlung der Anatomischen Gesellschaft in Greifswald 
demonstriert. Vgl. die Verhandlungen der Anatom. Gesellsch. auf der 
27. Versammlung in Greifswald, 10.—13. Mai 1913. 


























Vergleichende Studien tiber Cerebrospinalfliissigkeit bei Geistes- 
krankheiten. Il. Stickstoff. Quantitative Bestimmung von kleinen 
Mengen Stickstoff. 

Von 
Dr. R. V. Stanford. 

Research Chemist, Cardiff City Mental Hospital, England. 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1913.) 


In Fortsetzung dieser Untersuchung habe ich es versucht, 
Methoden auszuarbeiten, die die quantitative Bestimmung der 
bestandteile der Cerebrospinalfliissigkeit erméglichen wiirden. 
Bisher liegen nur rein qualitative Proben vor, deren Gelingen 
auch in vielen Fallen von den Einzelheiten der angewandten 
Technik abhéangt.!) Bei quantitativen Versuchen kommt vor 
allem in Betracht, dai die Bestimmungen mit sehr kleinen 
Substanzmengen ausgefiihrt werden miissen, und deswegen 
lassen sich die kolorimetrischen Prozesse nicht vermeiden. 

Die Methode, die ich bei der Bestimmung des Stickstoffs 
der Cerebrospinalfliissigkeit gebraucht habe, ist auf einer Ver- 
einigung der Kjeldahlschen und Nesslerschen Verfahren be- 
griindet. Sie ist sehr einfach als regelmaBige Bestimmung 
auszufiihren und sie gestattet, den Gesamtstickstoff in 1 eem 
der Fliissigkeit mit einer Genauigkeit von 1—2°/o zu ermitteln. 
Der Stickstoff der stickstoffhaltigen Verbindungen der Fliissig- 
keit wird nach Kjeldahl in Ammoniak tibergefiihrt; dieser wird 
dann nicht durch Titrieren,?) sondern kolorimetrisch nach 
Nessler bestimmt, wobei die gew6hnliche Wasseranalysen- 
methode moéglichst nachgeahmt wird. 

') Vgl. z. B. die zahlreichen Modifikationen der Proteinproben und 
der Wassermannschen Reaktion. 

*) Das Titrieren mit sehr verdiinnten Lésungen ist nicht mehr exakt. 


16* 
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Nachdem ich diesen ProzeB schon einige Zeit im Ge- 
brauch hatte, ersah ich aus einem Referat,'!) dafi eine an- 
scheinend nach demselben Prinzip gebildete Methode schon 
von Folin vorgeschlagen worden war, obgleich das _ experi- 
mentelle Verfahren nicht dasselbe ist. Da die Abhandlung im 
Original mir nicht zuginglich ist, so weif ich vorlaufig nichts 
Naheres dariiber. 

Methode. Das Verfahren lift sich in drei Stufen ein- 
teilen: 1. Uberfiihrung des Gesamtstickstoffs in Ammoniak, 
2. Uberfiihrung des Ammoniaks in die Form einer reinen 
wiisserigen Lésung, 3. kolorimetrische Bestimmung des Am- 
moniaks in dieser LO6sung mittels Nesslerscher Losung. 

Kjeldahl-Proze. Das Abmessen derCerebrospinalfliissig- 
keit geschieht durch eine genaue 1 ccm-Pipette.?) Die Cerebro- 
spinalfliissigkeit (1 ccm) wird in einem Jenaer Kjeldahl- 
Kolben mit 10 ccm rauchender Schwefelsdéure*®) (Kahlbaum 
«7°/o SO,») 2 Stunden lang fast bis zum Sieden erhitzt. Nach 
dem Erkalten setzt man 100 cem ammoniakfreies Wasser vor- 
sichtig hinzu und nachher unter Eiskihlung 100 ccm einer 
20°/oigen Natriumhydroxydlésung in kleinen Portionen. Die 
stark alkalische Losung wird dann destilliert. 

Vorbereitung zur Destillation. Der Destillations- 
apparat besteht aus einem Jenaer Destillierkolben von 1 | 
Inhalt und einem wirksamen Kiihler. Die Verbindung zwischen 
den beiden, sowie der Verschlu8 des Kolbenhalses, wird durch 
Gummipfropfen gemacht, die vorsichtig mit Stanniol umwickelt 
werden. Auf diese Pfropfen ist besonders zu achten, da sie 
leicht stickstoffhaltige Substanzen abgeben konnen, die in die 
Fliissigkeit gelangen und bei der Destillation Ammoniak liefern. 
Es ist empfehlenswert, die Pfropfen jede Woche zu reinigen 


‘') Folin und Farmer, Journ. Chem. Soc. (Abstracts), Bd. 102, 
II, 702 (1912). 

*) Im Laboratorium hergestellt und durch Wagen nach den Normen 
von Ostwald (Ostwald-Luther, Physikalisch-chemische Messungen, 
169) geeicht. Die Genauigkeit dieser Pipetten wird durch Wagung kontrolliert 
und betrigt '/000 bis '/:o0 Je nach dem Reinheitsgrad. 

’) Uber Korrektionsfaktor fiir den Stickstoffgehalt der Schwefelsaure 


siehe weiter unten. 
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und mit neuem Stanniol zu umwickeln. Kolben und Kiihler 
werden vor dem Gebrauch mit Chromséure und ammoniak- 
freiem Wasser sorgfiltig gereinigt. 

Am Tage der Ausfiihrung der Bestimmung werden 750 ccm 
ammoniakfreies Wasser, 1 g reines, frischgegliihtes Natrium- 
carbonat und 2 Stiicke frischgegliihtes poréses Porzellan in 
den Kolben eingefiihrt. Darauf werden 200 cem abdestilliert. 
Ohne das Destillieren zu unterbrechen, sammelt man die nachsten 
50 cem in einem reinen Nesslerglas und probiert sie mit 
dem Nesslerschen Reagens. Wenn nur Spuren von einer 
gelben Farbung erscheinen, so mufi man die Reinigung des 
Apparates, insbesondere der Gummipfropfen, wiederholen und 
den ganzen Prozef} noch einmal durchfiihren. Entsteht keine 
Fiirbung, so ist der Apparat zur Destillation des Ammoniaks fertig. 

Destillation. Die oben beschriebene, alkalische Lisung 
wird in den Kolben (der noch viel Wasser enthiilt) eingegossen, 
so daf das Gesamtvolumen der Fliissigkeit mindestens 600 ecm 
betragt. Zu gleicher Zeit setzt man noch ein Stiick gegliihtes 
Porzellan zu. Man _ destilliert langsam und sammelt das 
Destillat in Nesslergliisern in drei Fraktionen: 1. eine Frak- 
tion von 100 ccm, 2. eine Fraktion von 50 cem, 3. eine Fraktion 
von 50 ccm. 

Kolorimetrische Bestimmung. Die kolorimetrische Be- 
stimmung geschieht wie in der Wasseranalyse mit Hilfe einer 
Normall6sung von Ammonchlorid. Man lost 3,15 g Ammon- 
chlorid in Wasser und bringt auf 11: die Normallésung be- 
steht aus 10 ccm dieser L6sung auf 11 verdiinnt. Die ver- 
diinnte Lésung enthalt also 0,01 mg NH, pro Kubikzentimeter.'!) 


‘) Ich habe meine Versuche mit dieser Normallisung angefangen, 
weil sie fiir die Wasseranalyse in dieser Konzentration angewandt wird. 
Die Analysenresultate aber werden nicht in ™g/100 Ammoniak, sondern in 
™£/100 Gesamtstickstoff ausgedriickt. Dies geschieht durch Multiplizieren mit 


14,0 ; 
dem Faktor it : oder 0.823. Da ich mich an den Gebrauch dieser Normal- 


17,03 

l6sung gewOhnt habe, so habe ich es vorgezogen, die Umrechung zu 
machen, anstatt mit einer neuen, 1 ™&/:00 Stickstoff pro Kubikzentimeter 
enthaltenden Normallésung wieder aufs neue anzufangen. Auferdem 
ware diese etwas konzentriertere Lisung beim Vergleichen nicht so bequem., 











222 R. V. Stanford, 


Beim Gebrauch der tiblichen Nesslerglaser gelingt der Ver- 
gleich am besten, wenn die Konzentration der zu vergleichenden 
Fliissigkeiten in der Nihe von 0,01—0,03 mg pro 50 ccm ge- 
wihlt wird. Wie weiter unten gezeigt wird, entspricht dem 
Gesamtstickstoffgehalte der Cerebrospinalfliissigkeit 15 bis 
50 Hundertstelmilligrammen Ammoniak pro Kubikzentimeter. 
Wenn die Destillation nicht zu rasch ausgefiihrt wird, so be- 
findet sich dieses Ammoniak hauptséchlih in der ersten Frak- 
tion von 100 cem. Die zweite Fraktion (50 ccm) enthilt ge- 
woOhnlich 0,01—0,03 mg NH, und die dritte Fraktion 0,00 bis 
0,05 mg NHsg. 

Dementsprechend verfaihrt man so, dafi man zuerst 
Nesslergliser mit 1 ccm, 1,5 ccm, 2,0 ccm, 2,5 ccm usw. der 
verdiinnten Ammonchloridlésung in je 50 ccm Wasser auf 
weifbes Papier stellt. Daneben kommt auch die oben er- 
wihnte dritte Fraktion. Unter Umrihren setzt man dann jedem 
Zylinder 2 ccm Nesslersche Lésung hinzu. Falls die dritte 
Kraktion einen Ammoniakgehalt von mehr als 0,05 mg zeigt, 
so destilliert man noch eine vierte Fraktion ab. Wenn diese 
auch noch Ammoniak enthalt, so ist der Zustand der Gummi- 
pfropfen usw. zu beachten und den ganzen Versuch muf man 
eventuell wiederholen. 

Wie gesagt ist die Hauptmenge des Ammoniaks in der 
ersten Fraktion und infolgedessen nimmt man einen aliquoten 
Teil davon (5—10 cem) mittels einer Pipette ab, verdiinnt auf 
5O eem in einem Nesslerglas, setzt 2 cem Reagens zu und 
vergleicht die entstandene Farbung mit denen der Normal- 
losung. 

Beispiel. Das folgende Versuchsprotokoll kann als 
Beispiel der Ausfiihrung der Methode dienen. 

1 cem der Cerebrospinalfliissigkeit wurde mit 10 ccm 
Schwefelsiiure (7°/o SO,) 2 Stunden lang fast bis zum Sieden 
erhitzt. Nach Zusatz von Wasser und Alkali wurde das Reak- 
tionsprodukt nach obiger Vorschrift destilliert und die folgenden 
Fraktionen erhalten: 

I. Fraktion (100 ccm). 10 ccm auf 50 ccm verdiinnt gaben 
gleiche Fiirbung wie 2,6 ccm der Ammoniaklésung (ebenfalls 
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auf 50 cem verdiinnt), also Ammoniakgehalt der ganzen Frak- 
tion 2,6 < 10 Hundertstelmilligrammen. 

I]. Fraktion (50 ccm) gab dieselbe Farbe wie 2,3 cem 
Ammoniaklésung in 50 cem Wasser. 

Il]. Fraktion (50 ccm) gab keine mefbare Fiarbung. 

Der Ammoniakgehalt der Schwefelsiiure (siehe unten) 
betrug 2,4 Hundertstelmilligrammen pro 10 ccm. 

1 ccm dieser Cerebrospinalfliissigkeit liefert also 2,6 > 
10 + 2,3 — 2,4 = 25,9 melioo NH,, oder 21,4 ™/100 N. 

Ein zweiter Versuch mit derselben Cerebrospinalfliissigkeit 
in gleicher Weise ausgefiihrt ergab einen Stickstoffgehalt von 
21,6 Me/100. 

Versuchsfehler. Wie ersichtlich ist die Uberein- 
stimmung sehr gut. Im allgemeinen kommen bei Doppel- 
analysen Unterschiede von mehr als 1,0 ™% 100 nie vor, was 
bei der sehr kleinen Substanzmenge und rascher Arbeitsweise 
auffallend ist. Notigenfalls kénnte man das Verfahren leicht 
weiter verfeinern: dies hiétte aber fiir diese Untersuchung 
keinen Zweck. 

Stickstoffgehalt der Reagenzien. Wie bei der ge- 
wOhnlichen Kjeldahl-Bestimmung muf man sich durch Blind- 
versuche tiberzeugen, dafi die angewandten Materialien stick- 
stofffrei sind. Da es sich aber um die Bestimmung von Stick- 
stoffmengen handelt, die bei dem Kjeldahl-Prozesse nicht 
nachweisbar sind, so ist die strengste Kontrolle erforderlich. 
Es ist schon oben beschrieben worden, wie man das Destil- 
lationswasser durch vorherige Destillation mit Natriumearbonat 
ammoniakfrei erhalt. Absoiut ammoniakfreies Natriumhydroxyd 
ist zu kaufen; man kontrolliert aber die 20°/oige Losung, weil 
sie durch Verunreigung mit Kork, Gummi usw. ammoniak- 
haltig werden kann. Stickstofffreie rauchende Schwefelsiiure 
habe ich selten erhalten kénnen; vielmehr ist sie immer durch 
organische Verunreinigungen gelblich gefirbt. Beim Offnen 
jeder neuen Flasche bestimmt man also den Stickstoffgehalt 
von 10 ccm der Saure nach obiger Methode (am besten im 
Doppelversuch) und subtrahiert die so gefundene Korrektion 
von dem gefundenen Stickstoffwerte bei jeder Bestimmung. 
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Um mdgliche Verunreinigungen auszuschliefen, werden be- 
sondere Kolben, Kihler, Pipette usw. fiir diese Bestimmung 
behalten und staubfrei aufbewahrt. Wahrend einer Analyse 
darf man mit Ammoniak im Laboratorium nicht arbeiten. 

Anwendbarkeit der Methode. Trotzdem daf sie in 
der Beschreibung etwas umstindlich erscheint, ist doch die 
Methode iiuferst rasch und bequem und wird sich wohl in 
vielen Fallen mit Vorteil verwenden lassen, wo die zur Ver- 
fiigung stehenden Substanzmengen klein sind, wie bei Blut- 
untersuchungen usw. Wenn man den Apparat einmal aufgestellt 
und gereinigt hat, so betriégt die Zeit fiir die ganze Analyse 
(mit Ausnahme der Destillation) nur Minuten. Die Destillation 
kann man leicht mit anderen Beschaftigungen vereinigen. Wenn 
man mehrere Destillationsapparate aufgestellt hat, so lassen sich 
in derselben Zeit vier oder sechs Analysen gleichzeitig machen. 

Resultate. Die Resultate der Stickstoffbestimmungen 
nach dieser Methode bei Geisteskrankheiten sind in den fol- 
genden Tabellen in aéhnlicher Weise angeordnet, wie die Dichten 
in der ersten Abhandlung.!) Die unter «Fall Nr.» angegebenen 
Zahlen beziehen sich auf dieselbe Laboratoriumsliste, wie die- 
jenigen der ersten Arbeit, so daB dieselbe Zahl denselben 
Patienten bezeichnet. In den Fillen, wo sie bestimmt worden 
ist, habe ich die Dichten der Cerebrospinalfliissigkeiten auch 
angefiihrt, damit der Parallelismus zwischen Stickstoff- und 
Dichteresultaten ersichtlich wird. In einigen Fallen liegen nur 
die Stickstoffzahlen vor. 

In den Tabellen heift «Stickstoffzahl» die Anzahl Hun- 
dertstelmilligrammen Gesamtstickstoff, die in 1 ccm der be- 
treffenden Cerebrospinalfliissigkeit enthalten sind. 

In der Tabelle I handelt es sich um Falle von progressiver 
Paralyse. Tabelle II bezieht sich auf Fille von verschiedenen 
Geisteskrankheiten mit Ausnahme der progressiven Paralyse 
und der Epilepsie. Tabelle II enthalt Falle von Epilepsie und 
Tabelle 1V Fille von verschiedenen Geisteskrankheiten, die jetzt 
in den dementen Endzustand iibergegangen sind. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 43 (1913). Vgl. die Bemerkungen 
S. 45 daselbst. 
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Tabelle I. 


Progressive Paralyse. 








aD 
vy Datum N-Zahl a? | Anmerkungen 
Nr. | 





| 

54 |21. lV. 13 55,9 1,00503 | 1 Tag nach der Punktion gestorben. 
44 (27. Il. 13 42,1 — Vorgeschritten. 

45 |27. IL 18] 41,5| — | 98:10 4Sanprogr. Paralyse gestorben. 
21/25. I. 13 38,9 | 1,00458 | Vorgeschritten. 

15 | 9. IV. 13) 35,8 — * 

57 |81. I. 13 34,5 1,00475 | Beginnende Krankheit. 

52 | 3. IL 13) 330) — re 

















44 |241. 1V. 13 31,5 | 1,00450 | Vorgeschritten. 
21 |21. IV. 13 29,5 | 1,00454 : 
21 |11. I. 13; 28,3  1,00466 . 

1 38 |12. IL. 13) 28,3 — | Ziemlich vorgeschritten. 
20 | 9. IV. 13) 27,0 _ Vorgeschritten. 

| 20 22. I. 13} 27.4 | 1,00466 , 

| 20 |10. XII. 12) 249 | 1,00474 ‘ 

1 10. XII. 12) 240 | 1,00474 ; 

| 49 | 3. Ill. 13} 240) — ‘ 
6 | 1. IV. 13] 23,7) 1,00466 ; 
6 |22. IV. 13} 230) — . 
14 (|10. Il. 13) 23,0 | 1,00455 | 8 Stunden nach einem Anfall. 
54 11. IIL. 13] 22,4 | 1,00466 | Vorgeschritten. 
61 | 9. IV. 13} 22,1 — In Remission. 
56 81. III. 13] 21,0 | 1,00462 | Beginnende Krankheit. 
12 | 9. IV. 13} 208; — | Stillstand im Verlauf. 
55 (l17. mL 13| 139 | — | Beginnende Krankheit, 
6 '20. 1. 13] 16,41 1,00462 | In Remission. 
17 | 2. XII. 12) 15,0 | 1,00444 > ‘ 
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Tabelle I>, 


Progressive Paralyse. 








“Fall 
Nr. 
d4 11. Ill. 13° 22,4 | 1,00466  Vorgeschritten. 

54 21. IV. 13 55,9 | 1,00503 1 Tag nach der Punktion gestorben. 


Datum | N-Zahl a? Anmerkungen 








21 2. I. 13 389 | 1,00458 
21 14. IL 13° 28,3 | 1,00466 
21 (21. IV. 13) 29,5 1,00454 — 


6 20. [ 13) 16,1 | 1,00462 | In Remission. 
6 1. 1V. 13. 23,7 | 1,00466  Riickfall von der Remission. 


6 (22. IV. 13) 23,0 — 

20 10. XII. 12) 24,9 | 1,00474 

20 22. I. 13 27,4 | 1,00466 | } Stillstand im Verlauf. 
20 | 9. IV. 13} 27,0} — | 

44 27. I 13} 421 | ~— | 

44 24. IV. 13) 31,5 | 1,00450 | 


Tabelle II. 























Fall " N- | 325 | i | 
Nr. Datum Zahl | dy | Act. Diagnose 
46 27. Il. 13) 15,6 “== 30 Imbecillitat. 

43 | 27. I. 13) 15,7 |1,00452; 23 » 

43 17. I. 13 19,7 1,00432 23 > 


63 11. 1V. 13 


21,4 '1,00451 37 | » 
60; 9.1V. 13/2 


l, 
005 — 28 > 





29 20. 1. 13 13,2 1,00439 31 | Manisch-depr. Irresein; manische Phase 








53 3.111.13/133) — | 34 > > > > 
66 | 11.1V.13/15,7; — | 44 | , > > > 
37, 3.1L 13 16,2 1,00442) 29 | > > > > 
47127. 11. 13/164) — | 24 | > > , , 
‘117. I. 13 18,7 1,00437! 62 » > > , 
68 21.1V.13 19,5 /1,00453, 47 > > , , 
69 22.1V.13 18,1 '1,00482| 25 Dementia praecox. 

9] 1.1V.13/}224) — | 23 | > » 


| 





dO 10. II. 13 | 16,0 1,00455 42 | Paranoia. 
3) 1. IV. 13 | 24.0 1.00547) 30 | » 





16 30. X1. 12 14,7 1,00468 37  Amentia. 
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Tabelle III. 

















Epilepsie. 

Fall | | rhe ‘Durchschnittliche Tage seit 

_ Datum §N-Zahl d;° | Aet. | Anzahl Anfille dem letzten 
Nr. | | im Monat Anfall 
51 10. IIL. 13) 16,1 1,00435 | 24 26 0 
34 27. L. 13) 16,4 | 1,00450 47 20) | 3 
34 17. I. 13) 15,6 | 100448 | 47 20 | 3 
35 | 5. Il. 13) 22,2 1,00508 , 25 16 | 3 
31 (21. 1. 13) 151/ — | 3 14 | 14 
36 | 3. I. 13] 186] — | 32 : 0 
30 |20. L 13! 13,9 1,00469 | 28 | 5 | 2 
42 |19. IL 13) 25,6 1,00456 | 27 | 0") — 





Tabelle IV. 


Demente Endzustiande. 











Fall | Datum IN-Zahl av” | Anmerkungen 

Nr. | | | 

WO | S. tf. 33) 313 — | Dementia senilis, aet. 64. 
} | | 

40 |31. IL. 13) 46,1 | 1,00477 | , > >» 64. 


33 (27. I. 13) 24,2 | 1,00477 | Aet.49. Frither manisch-depr. Irresein. 
12. IV. 13° 39,2 | 1,00482 | Dementia senilis, aet. 60. 


Progressive Paralyse. (Tabelle I.) 

Es wurden 26 Flissigkeiten von Paralytikern in verschie- 
denen Stadien der Krankheit untersucht. Die gefundenen Stick- 
stoffzahlen liegen in 15 Fallen zwischen 20 und 30. Nur in 
3 Fallen ist sie unterhalb 20. Hiervon wurde Nr. 55 erst 
zwei Tage vor der Punktion aufgenommen und er stand im 
allerersten Stadium der Krankheit. Die anderen beiden (6 und 
17) waren zur Zeit der Punktion in einer Remission. Von den 
8 Fallen, deren N-Zahl oberhalb 30 liegt, ist Nr. 57 am Beginn 
der Krankheit, wihrend die anderen 7 alle vorgeschritten sind. 
Die hohe Zahl (55,9) von Fall 54 eben vor dem Tode ist sehr 
interessant. Eine noch hoéhere Zahl (83,6!) habe ich in den 





') Anfalle selten; 2—3 im Jahre. 
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letzten Tagen von einem anderen Fall von der progressiven 
Paralyse erhalten, der 6 Tage nachher gestorben ist. 

In Tabelle I's werden die Analysen aus Tabelle I zu- 
sammengestellt, die sich auf dieselben Patienten beziehen. Sie 
zeigen, daB Anderungen in dem Stickstoffgehalt im Laufe der 
Zeit vorkommen, wovon das beste Beispiel der Riickfall von 
Nr. 6 nach einer Remission im Laufe dreier Monate ist. 


Verschiedene Geisteskrankheiten. (Tabelle II.) 


Die in dieser Tabelle angefiihrten Resultate beziehen sich 
zum groften Teil auf Falle von Imbecillitat und von manisch- 
depressivem Irresein, obgleich einige Falle von dementia praecox, 
paranoia und amentia auch untersucht worden sind. Von den 
17 Resultaten liegen nur 4 oberhalb 20, und in keinem Fall 
ist eine hdhere Zahl als 25 gefunden worden. Der Unterschied 
zwischen diesen Befunden und denen bei der progressiven 
Paralyse (wo die Zahl 20 bis 30 und haufig noch mehr betragt) 
ist auffallend. 

Imbecillitét. Von den 5 Resultaten fallen 2 oberhalb 
20 (21,4 und 25,0). Der Unterschied zwischen den beiden bei 
Fall 43 erhaltenen Zahlen zeigt, da auch hier die Zusammen- 
setzung der Cerebrospinalfliissigkeit Anderungen erleidet. 

Manisch-depressives Irresein. Bei diesen 7 Fallen 
fallen die Stickstoffzahlen immer unterhalb 20. Da das Unter- 
scheiden zwischen der manischen Phase dieser Krankheit und 
der Manie der progressiven Paralyse eine haufig vorkommende 
Aufgabe bildet, so scheint mir dieser scharfe Unterschied bei 
der Cerebrospinalfliissigkeit sehr bedeutungsvoll zu sein. 

Bei dementia praecox (2 Faille), paranoia (2 Falle) und 
amentia (1 Fall) geniigt die Anzahl der Versuche nicht, um 
irgend einen Schluf zu ziehen. Es darf aber betont werden, 
dai auch hier héhere Zahlen nicht vorkommen. 


Epilepsie. (Tabelle III.) 


Es wurden 8 Fliissigkeiten untersucht, wovon nur zwei 
Zahlen iiber 20 lieferten (22,2 und 25,6). Es ist auffallend, 
daB bei den Epileptikern anscheinend kein Zusammenhang 
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zwischen N-Zahl und Dichte besteht, was auf das Vorhanden- 
sein abnormer Mengen anderer Bestandteile in diesen Fallen 
hinweisen kann. Beziehungen zu den Anfiillen lassen sich auch 


nicht finden. 


Demente Endzustande. (Tabelle IV.) 

In dieser Tabelle sind 4 Falle dementer Endzustiinde zu- 
sammengebracht, die hohe N-Zahlen und Dichten zeigen, die 
offenbar mit der Gehirnatrophie und mit dem Hydrocephalus 
bei solechen Fallen in Zusammenhang stehen. 


Zusammenhang zwischen Dichte und Stickstoff- 
zahl. Wie aus den Tabellen hervorgeht, besteht zwischen 
Dichte und Stickstoffzahl ein gewisser Parellismus. Dies war ja 
auch zu erwarten, da die Dichte einigermafen die Gesamtmenge 
geloster Substanz reprisentiert.!) Wenn die geliste Substanz 
vermehrt wird, so wird man erwarten, dai auch der. stick- 
stoffhaltige Anteil davon sich in Uberschu8 befindet. Dement- 
sprechend findet man in der Tat eine hohe Stickstoffzahl in 
fast allen Fallen, wo die Dichte hoch ist. Die Tatsache, dai 
man doch in einigen Fallen (insbesondere bei den Epileptikern) 
niedrige oder mafige Stickstoffzahlen im Verein mit hohen Dich- 
ten findet, zeigt aber, daB eine Vermehrung_ nichtstickstoff- 
haltiger Verbindungen stattfinden kann, woriiber ich weitere 
Auskunft durch andere mikroquantitative Analysen der Cere- 
brospinalfliissigkeit bringen werde. 

Umgekehrt findet man in einigen Fallen hohe Stickstoff- 
zahlen mit mabigen Dichten vereinigt: hier ist die Vermehrung 
der stickstoffhaltigen Bestandteile durch eine entsprechende 
Vermehrung der anderen geldésten Substanzen nicht begleitet. 
Hierbei ist daran zu erinnern, da die Hauptmenge der ge- 
listen Substanz aus anorganischen Salzen besteht und jeden- 
falls reicht die Menge stickstoffhaltiger Verbindungen (die man 
aus den hier gefundenen Stickstoffzahlen leicht schétzen kann) 
nicht aus, um von selbst die Dichte bedeutend zu vermehren. 





') Die Dichtebestimmung ermdglicht es, in bequemer Weise die 


sehr inexakte Bestimmung der gelésten Substanz (etwa durch Eindam- 
pfen usw.) zu umgehen. 
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Im grofen und ganzen aber kann man sagen, dab Dichte 
und Stickstoffzahl parallel gehen. 


Ammonsalze in der Cerebrospinalflissigkeit. 


Beim Arbeiten mit Cerebrospinalfliissigkeit (insbesondere 
wenn sie nach dem Tode erhalten wird) gewinnt man oft Am- 
monchlorid, dessen Platinchlorid mit Cholinplatinchlorid ver- 
wechselt worden ist und infolgedessen Gegenstand verschiedener 
Untersuchungen gewesen ist.!) Bei einer Untersuchung *) dieser 
Frage habe ich in Ubereinstimmung mit den Resultaten von 
Kauffmann*) gefunden, dafi das Cholin in der Cerebrospinal- 
fliissigkeit weder bei Paralytikern noch bei anderen Geistes- 
kranken vorkommt. Vielmehr habe ich gefunden, dafh man beim 
Verarbeiten der Fliissigkeit nach den von anderen Autoren ge- 
brauchten Verfahren einerseits Ammonchlorid bekommt und 
anderseits eine Substanz, die wie Cholin die Alkaloidfarben- 
reaktionen gibt.4) Diese Substanz ist nicht von Anfang an in der 
Fliissigkeit enthalten, entsteht aber wahrend der nachherigen 
Behandlungen. 

Es ist also von Interesse, zu wissen, ob das Ammon- 
chlorid auch nachherigen Zersetzungsprozessen seine Ent- 
stehung verdankt oder aber, ob es ein wirklicher Bestandteil 
des Liquors ist. 

Ammoniakbestimmung. Bei der in dieser Abhandlung 
beschriebenen Methode zur Bestimmung des Stickstoffs der 
Cerebrospinalfliissigkeit werden die stickstoffhaltigen Substan- 
zen zuerst nach Kjedahl in Ammoniak tibergefiihrt, dann wird 
dieses Ammoniak nach der Methode der Wasseranalyse be- 
stimmt. Lift man also den ersten Teil, den Kjedahlschen 


') Mott u. Halliburton, Phil. Trans, Roy. Soc., B., Bd. 191, 220 
(1899); Donath, diese Zeitschrift, Bd. 39 (1903), Bd. 42, 563 (1904); 
Kutscher und Rielinder, Monatsschr. f. Geburtsh. u. Gynak., Bd. 25, 
819 (1907); Kauffmann, diese Zeitschrift, Bd. 66, 343 (1910); und viele 


andere. 
2) Die ich demniichst verdffentlichen werde. 


"7 Loe. cit. 
*) Vgl. Kutscher & Rielander, loc, cit. 
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ProzeB. weg, so kann man das in der Cerebrospinalfliissigkeit 
schon vorhandene Ammoniak einfach bestimmen. Der Prozel 
gleicht dann der Bestimmung des Ammoniaks bei der Wasser- 
analyse vollkommen. 

Die Ammoniakbestimmung wird also wie folgt ausgefiihrt. 
Nachdem die vorherige Wasserdestillation (unter Zusatz von 
1 g Natriumcarbonat) beendet ist, setzt man 1 ccm Cerebro- 
spinalfliissigkeit dem Kolbeninhalt zu und destilliert wie schon 
S. 221 beschrieben. Das Destillat fangt man in drei Fraktionen 
auf und bestimmt das Ammoniak nach Nessler wie vorher. 

Resultate. In dieser Weise habe ich die schon vor- 
handenen Ammonsalze in einer Anzahl Cerebrospinalfliissig- 
keiten quantitativ bestimmt. Weder bei Paralytikern noch bei 
anderen Geisteskranken findet sich mehr als eine Spur von 
Ammoniak (0,0 bis 0,5 Hundertstelmilligrammen pro 1 ccm). 
Gewohnlich (aber nicht immer) finde ich bei Paralytikern 
Spuren, bei anderen Geisteskrankheiten aber gar nichts. Diese 
Mengen Ammoniak, die auch nach dieser Methode nicht mehr 
zu messen sind, waren als Platinchlorid iiberhaupt nicht 
nachweisbar. Man bedenke nur, da bei Verarbeitung von 
100 ccm einer Paralytikerfliissigkeit nur 100 < 0,5 "8/100 Am- 
moniak vorhanden sein kann, also 5 mg, die man als Platin- 
chlorid unmoglich in reinem Zustande bekommen ko6nnte. 

Es erweist sich also, daB die Cerebrospinalfliissig- 
keit bei Geisteskranken Ammoniaksalze nur in iiuberst 
kleinen Mengen enthalt, und infolgedessen ist deren Ent- 
stehung bei anderen Untersuchungen der Fliissigkeit auf Zer- 
setzungsprozesse wahrend des Verarbeitens zuriickzufiihren. 


Diagnostische Bedeutung der Stickstoffzahl. 


Die Anwendung der Dichtebestimmung als diagnostisches 
Hilfsmittel ist in der friiheren Abhandlung erwiihnt worden. 
Ks wurde gezeigt, dafi eine hohe Dichte, insbesondere wenn 
sie nach einiger Zeit noch hoch gefunden wird, eine Diagnose 
von progressiver Paralyse bestatigen kann. Da aber die Menge 
stickstoffhaltiger Substanzen im allgemeinen vermehrt wird, 
wenn die gesamte geléste Substanz sich im Uberschub befindet, 
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so kann man ohne weiteres einer hohen Stickstoffzahl die- 
selbe diagnostische Bedeutung zuschreiben. 

Wie schon oben erodrtert worden ist, kann man aber in 
dieser Richtung mit der Stickstoffzahl viel weiter gehen, als 
mit der Dichte. Die Unterschiede zwischen der progressiven 
Paralyse (N-Zahl 20 bis 30 oder mehr) und den anderen Geistes- 
krankheiten!) (N-Zahl gewohnlich unterhalb 20, nie tber 25) 
sind deutlich, wiéhrend bei den Dichten die Grenze zwischen 
den beiden Klassen nicht ganz so scharf ist. 

Die Unterscheidnng der Manie der progressiven Paralyse 
von anderen manischen Zustanden bildet einen in der Praxis 
hiiufig vorkommenden Fall, und gerade hier kann die Stick- 
stoffzah| gute Dienste leisten. Bei der Paralyse betriagt die 
Stickstoffzahl 20 und gewohnlich noch mehr, wahrend bei den 
anderen manischen Fiillen, die bisher untersucht worden sind, 
die Stickstoffzahl immer unterhalb 20 liegt und im Durchschnitt 
nur 15 bis 16 betriigt. 

Wenn dieser Befund sich weiter bestitigt, so wird er das 
erste Beispiel einer quantitativen Methode zur diagnostischen 
Unterscheidung der Geisteskrankheiten bilden. 


Kompensationstheorie. 


In der ersten Abhandlung habe ich unter diesem Namen 
eine Theorie skizziert, die den Verlauf der Geisteskrankheiten 
erkliren soll. Wie dort betont wurde, ist diese Theorie erst 
durch andere, in Aussicht gestellte Untersuchungen zu bewerten. 
Es darf aber hier darauf hingewiesen werden, da diese Stick- 
stoffbestimmungen, ebenso wie die friiher angegebenen Dichten, 
mit der Theorie im Einklang stehen. Bei der progressiven 
Paralyse findet man ganz allgemein hohe Stickstoffzahlen, die 
kaum anders als durch abnormen Zerfall der stickstoffhaltigen 
Gehirngewebe zu erkliren sind. In Ubereinstimmung damit 
steigt die Stickstoffzahl allmahlich mit der Zeit, um schlieflich 
kurz vor dem Tode ganz enorme Werte zu erreichen. Der 


') Natiirlich mit Ausnahme der dementen Endzustande, wovon 
weiter unten die Rede ist. 
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Stillstand im Verlauf, dem man bei der Paralyse oft begegnet, 
ohne dafi man von einer wahren Remission reden kann, findet 
in fast konstanten, aber oft noch hohen Zahlen seinen Ausdruck, 
wihrend bei einer Remission die Stickstoffzah! niedriger wird, 
um nachher bei dem Riickfall wieder zu steigen. 

Bei den anderen Geisteskrankheiten (vgl. Tabelle Il) kann 
die Stickstoffzahl niedrig oder ma&Bbig hoch sein, bis nach Jahren 
der Patient in einen dementen Zustand kommt, welcher sich 
dann durch hohe Stickstoffzahlen zu erkennen gibt. 

Die in diesem Paragraph gemachten Bemerkungen lassen 
sich nur zum Teil von den in dieser Abhandlung verdéffentlichten 
Daten ableiten. Einerseits beziehen sie sich auf andere der- 
arlige Versuche, die noch nicht beendet sind, und anderseits 
habe ich in dieser vorliufigen Mitteilung ausfiihrlichere klinische 
Daten nicht angefiihrt, weil ich sie fiir eine andere Gelegen- 
heit zuriickhalten mOdchte, wenn die Untersuchung durch andere 
Bestimmungsmethoden und zu einem gréBberen Versuchsmaterial 
erweitert worden ist. 

Fiir die klinische Auskunft, die zu dieser Arbeit notig 
war, bin ich den medizinischen Kollegen, insbesondere Herrn 
Dr. D. J. Jackson, zu Dank verpflichtet. 

Die Untersuchung wird nach verschiedenen Richtungen 
fortgesetzt. 
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Uber das Vorkommen von Histidinbetain im Steinpilz. 
Von 


E. Winterstein und C. Reuter. 





(Aus dem Agrikultur- und Physiol.-chemischen Laboratorium der Eidgen. Technischen 
Hochschule in Ziirich ) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1913.) 


In einer Mitteilung tiber die stickstoffhaltigen Bestand- 
teile der Pilze!) wurde eine Base beschrieben, welche bei der 
Analyse Werte lieferte, die auf die Formel C,H,,N,O, stimmen 
und deren Goldsalz einen ahnlichen Schmelzpunkt (184°)?) be- 
sitzt, wie die von Kutscher’) in dem Champignonextrakt 
«Hercynia» aufgefundene Base derselben Formel, die von ihm 
als ein Trimethylhistidin angesprochen wurde. Es wurde her- 
vorgehoben, dafi die Base aus Steinpilz im Gegensatz zu den 
Angaben Kutschers durch Silbernitrat und Baryt gréBtenteils 
faillbar ist, dafs sie also in die sogenannte «Argininfraktion>» 
eingeht, und dafi nur ein geringer Teil der Silberfallung ent- 
geht. Die Frage, ob etwa diese Base identisch sei mit dem 
von Barger und Ewins‘) aus dem Ergothionin des Mutterkorns 
durch Entschwefelung dargestellten Histidinbetain, konnte nicht 
entschieden werden, da diese Autoren den Schmelzpunkt ihres 
Dipikrates in der erwahnten Mitteilung zu 123° angeben, wahrend 
das Dipikrat der Steinpilzbase bei 205° schmolz. 

In einer weiteren Mitteilung®) beschrieben wir die Pikrate 
der Base niéiher und gaben auch an, daf das Dipikrat 2 Molekile 


1) C. Reuter, Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 201. 

*) Ibidem, Bd. 78, S. 205. 

‘) Zentralbl. f. Physiol., Bd. 24, S. 775 (1910); Bd. 25, 1911, S. 497. — 
Z. f. Untersuch. d. Nahrungs- u. Genufimittel, Bd. 21, S. 535 (1911). 

4) Chem. Soc. London (1911), Bd. 99, S. 2336. 

5) EK. Winterstein und C. Reuter, Zentralbl. f. Bakteriologie. 
Bd. 34, S. 566 (1912). 
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Krystallwasser enthilt. Neuerdings konnte durch 6fteres Um- 
krystallisieren und Reinigen ein Préparat gewonnen werden, 
welches nach vorheriger Braunung bei 212—213° schmilzt. 

Herr Barger hatte nun die Freundlichkeit, unser Dipikrat 
direkt mit dem von ihm aus Ergothionin gewonnenen Priparat 
zu vergleichen und in einer kiirzlich erschienenen Mitteilung') 
berichtet er, da véllige Ubereinstimmung der Schmelzpunkte 
der Dipikrate besteht, auch in der Mischprobe. Der friiher von 
den Herren Barger und Ewins angegebene tiefere Schmelz- 
punkt ist auf den Krystallwassergehalt zuriickzufiihren und das 
getrocknete Pikrat schmilzt erst viel hOher bei 212—213°. Das 
Histidinbetain aus Ergothionin ist demnach mit der Base aus 
Steinpilz identisch. Anderseits wurde von Engeland und 
Kutscher?) auf synthetischem Wege ein Histidinbetain erhalten, 
das mit dem «Hercynin», der Base aus Champignon, iiberein- 
stimmt. In der erwdhnten Mitteilung gibt Barger an, dab das 
Dipikrat des synthetischen Histidinbetains, das er nach dem 
Verfahren von Engeland und Kutscher gewann, mit dem 
Dipikrat des Betains aus Ergothionin vollig tibereinstimmt. Es 
kann mithin kein Zweifel mehr iiber die Konstitution der Stein- 
pilzbase vorliegen und sie ist also den Pflanzenbetainen anzu- 
reihen, deren wir bereits eine ganze Reihe kennen und um 
deren Erforschung sich besonders E. Schulze und G. Trier 
verdient gemacht haben. 

Im folgenden vervollsténdigen wir unsere Angaben tber 
die Pikrate des Histidinbetains aus Steinpilz. 

Das Monopikrat vom Fp. 201° wird in feinen, weichen 
Nadelchen erhalten, wenn man eine Lésung der Base mit 
Pikrinsdure neutralisiert, oder wenn man einer neutralen Losung 
ihrer Salze Natriumpikrat zuftigt. Aus dem Dipikrat kann es 


') G. Barger und A. J. Ewins, Biochemical Journal, Vol. 7, 
S. 204—206. 

*) Zentralbl. f. Physiol., Bd. 26, S. 569, Versuche zur Synthese des 
Hercynins. Die Autoren erhielten die Base durch Behandeln von Histidin 
mit Silbernitrit und Erwarmen der dabei erhaltenen Lésung mit tiber- 
schiissigem Trimethylamin. Das synthetische Aurat schmolz mit dem 
aus Champignonextrakt dargestellten, gleichzeitig an demselben Thermo- 
meter erhitzt, wie dieses unter starker Zersetzung bei 183°. 


17* 
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erhalten werden durch Zusatz der berechneten Menge Natron- 
lauge. 
Das Monopikrat enthalt 1 Mol. Krystallwasser, das _ bei 

105° entweicht. 

0,6824 g Substanz verloren 0,0276 g H,O = 4,04°/o. 

0,2411 » > > 0,0098 » H,O = 4,07°/o. 

Berechnet fiir C,,H,,N,O, -+ H,O: 4,06°/o H,O. 

Das Dipikrat entsteht, wenn man eine Lésung des Chlorides 

durch Abdampfen von iiberschiissiger Salzsiure befreit und nach 
Wiederaufnehmen mit Wasser eine L6sung von Natriumpikrat 
hinzufiigt. Es ist dabei offenbar durch die tiberschiissige Salz- 
siure das Dichlorid entstanden, das mit Natriumpikrat auch 
das Dipikrat liefert. Auch kann man das Monopikrat durch 
Zusatz einer gesittigten Pikrinsdéurelésung leicht in das _Di- 
pikrat iiberfiihren; letzteres ist schwerer léslich als das Mono- 
pikrat und scheidet sich in flachen diinnen Prismen oder ling- 
lichen Platten aus, die bei 212—213° nach vorhergehender 
Braunung schmelzen. Beim Erhitzen auf 105° verliert das 
Dipikrat 2 Molekile Krystallwasser und verwittert. Nach den 
Angaben von Barger schmilzt es in krystallwasserhaltigem Zu- 
stande bei 123°. Wir beobachteten unterhalb dieser Temperatur 
nur eine durch den Krystallwasserverlust bedingte Formanderung 
ohne eigentlichen Schmelzpunkt. Eingehende Analysendaten 
iiber das Monopikrat finden sich bereits in der erwiéhnten Mit- 
teilung tiber die stickstoffhaltigen Bestandteile der Pilze. 


Pikrinséurebestimmung im Dipikrat. 

0,3348 g bei 105° getrocknet lieferten beim Zersetzen 
mit Salzséure und Ausathern der Pikrinsdéure 0,2346 g Pikrin- 
siure = 70,07°/o. ; 

Berechnet fiir: C,H,,N,0,-2 C,H,N,0, = C,,H,,N,0,,: 
Pikrinséure 69,88 °/o. 


Krystallwassergehalt : 
0,4325 g verloren beim Erhitzen auf 105° 0,0225 g = 5,20°/o 
0,2247 » > , , » 105° 0,0114 » = 5,07°/o 
0,3258 » . » » 105° 0,0163 » = 5,00°/o 


Berechnet fir (,,H,.N,0 ig + 2 H,O 5,21°/o 
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Bestimmung der optischen Aktivitit. 


0,4769 Goldsalz C,H,,N,O0, - 2 HAuCl, wurden in Wasser 
suspendiert und mit Schwefelwasserstoff in der Wirme zer- 
setzt. Das Filtrat wurde vorsichtig eingeengt und die Fliissig- 
keit auf 10 ccm gebracht. Im Landoltschen Apparat wurde 
eine Drehung von 0,88° nach rechts beobachtet (im 2 dm-Rohr). 
Daraus berechnet sich die spezifische Drehung: 

fiir das Dichlorid bei Gegenwart von 6 Mol. freier HCI: 
[alp = -+ 30,0", 
fiir die freie Base bei Gegenwart von 8 Mol. freier HCl: 
[alp = aa 41,1°, 
Barger und Ewins’) fanden fiir unsere Base aus Steinpilz: 
[a]p = ~)- 46,5°. 
Sie geben an, dafi sie das Chlorhydrat in wisseriger L6sung 
polarisierten. 


1 1c. S. 206. 








Antwort auf die Bemerkungen von L. Lichtwitz betreffs 
der Abhandlung: Uber die Anomalie der Harnsdureldslichkeit 
(kolloide Harnsaure). 


Von 


H. Schade und E. Boden. 





Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 





(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1913.) 


In einer kurzen Ausfiihrung dieser Zeitschrift (Bd. 84, S. 416—418) 
hat L. Lichtwitz ohne eigene Versuche, lediglich auf Grund einer theo- 
retischen Deduktion, der von uns dargestellten kolloiden Harnsdure'*) jede 
Bedeutung fiir die Frage der Harnsaureléslichkeit abgesprochen. 

Der Hauptgedankengang der Lichtwitzschen Kritik ist der 
folgende: 

Untersuchungen an ausfallenden und ausgefallenen Gallerten haben 
keinen Wert fiir die Fragen der Léslichkeit. Nur wenn die iibersittigten 
Lisungen an sich schon kolloid waren, ist es berechtigt, von Einfliissen 
kolloider Art auf den Lésungszustand zu sprechen. Es wird daher die 
Frage, ob die iibersattigten Harnsaure- resp. Uratlésungen kolloid sind, 
in den Vordergrund gestellt und sodann mit Hilfe der Befunde unserer 
eigenen Arbeit im verneinenden Sinne beantwortet. Hiermit aber ist nach 
der Beweisfiihrung von L. Lichtwitz der Stab iiber unsere Arbeit 
gebrochen. 

Dieses verneinende Ergebnis war fiir Herrn Lichtwitz leicht 
zu gewinnen. Denn die Feststellung, daft bislang nichts Sicheres tiber 
den kolloiden Zustand der Harnsdéure- resp. Uratlésungen ausgesag! 
werden kann, ist nicht etwa eine Folgerung der Lichtwitzschen Uber- 
legungen, sondern diese Feststellung ist von uns selber auf das 
deutlichste als das Resultat unserer experimentellen Unter- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 347—380. 
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suchung in der kritisierten Arbeit niedergelegt, z. B. in den 
folgenden Satzen: 

«Wenn auch vielleicht einige Beobachtungen in dem Sinne 
sprechen kénnten, dafs in tibers&ttigten Lisungen der ganze in Uber- 
sittigung befindliche Anteil des gelésten Stoffes stets in kolloider Form 
enthalten sei, so ist doch diese Frage zurzeit nicht spruchreif. Zwar 
schien es uns anfanglich, als wenn gerade die «Harnsiure> fiir die 
experimentelle Bearbeitung dieses Problems ein besonders giinstiges 
Beispiel bite. Doch konnte in den iibersittigten Harnsiurelisungen, 
wenn sie unter méglichstem Schutz vor Ausfaillung bereitet waren, kein 
Nachweis der kolloiden Natur erbracht werden: Die Oberflichenspannung 
und die Viskositat ergab keine merkliche Differenz gegeniiber der wahren 
Lésung; das Tyndallphanomen fehlte und auch das Ultramikroskop lieB 
nichts von einer feinsten Phasentrennung erkennen>» (I. c., S. 371, Anm.). 

Beztiglich der Rolle des Harnsdurekolloids liegt daher 
ein vélliges Mifiverstehen unserer Ausfiihrungen seitens 
L. Lichtwitz vor. Im Gegensatz zur Lichtwitzschen Auffassung be- 
steht das Ergebnis unserer Arbeit in dem folgenden: 

Wahrend iiber die Zustandsform der Harnsiéure und der Urate inner- 
halb ihres Ubersattigungsbereiches in der Lisung keine allgemeine Ent- 
scheidung von uns gegeben werden konnte, haben wir experimentell fest- 
gestellt (und nicht bloh, wie Lichtwitz tiber diesen Vorgang sagt, «denken 
kénnen»), dafs von den Uraten, bevor sie aus fer iibersattigten Lésung als 
feste Masse zur Ausscheidung kommen, in sehr markanter Weise ein 
Zwischenstadium der tropfigen kolloiden Entmischung durchlaufen wird. 
Dieser intermediare Vorgang der noch fliissigen, feintropfigen Abscheidung 
ist es, den wir als die Ursache der bekannten Anomalie der Harnsaureléslich- 
keit im Serum nachgewiesen haben. Die Dauer dieses Zwischenvorganges 
ist im allgemeinen nicht sehr lang. Die Eiweifisubstanzen des Serums 
wirken aber, ahnlich wie auch andere kolloide Substanzen, als «Schutz- 
stoffe», sie stabilisieren jene emulsionsartige Vorstufe der Ausscheidung 
auf lange Zeit, nachweislich bis zu Wochen, und bewirken so einen Effekt, 
der im praktischen Sinne eine anomale Ldéslichkeitserhéhung bedeutet. 

Wie leicht ersichtlich sind diese Ergebnisse durchaus unabhingig 
und verschieden von der uns durch Lichtwitz zugeschriebenen viel 
weitgehenderen Behauptung, dafs die tbersattigten Harnsdurelésungen 
schon an sich kolloider Natur seien. Durch diese Klarstellung des 
Lichtwitzschen Irrtums fallt die gettbte Kritik in ihrem 
Hauptpunkt ohne weiteres zusammen, 

Mit welchem Namen jene von uns gefundenen tropfigen, bei 
massigem Niederschlag gallertig werdenden Abscheidungen zu_ belegen 
sind, ist fiir die Sache selber véllig gegenstandslos. Wir haben sie, wie 
allgemein tiblich und wie auch in sdmtlichen Speziallehrbiichern der 
Kolloidchemie (z. B. von Wo. Ostwald, von H. Freundlich und von 
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R. Zsigmondy) durchgefiihrt ist, kolloid genannt. An dieser in der 
Fachwissenschaft vollig eingebiirgerten Nomenklatur werden auch die von 
L.. Lichtwitz geéuferten Bedenken beziiglich Gefahrlichkeit dieser Be- 
zeichnung keine Anderung herbeifiihren. Nach wie vor wird der Kolloid- 
chemiker die Gallerten zu den Kolloiden zihlen und trotz Lichtwitz 
wird sonach die «Gallerte» der Harnsdure ihre Bezeichnung 
als «kolloide Harnsaure>» weitertragen. 

Wenn auch die tibrigen zwei Einwande der Lichtwitzschen 
Kritik nicht mehr das Hauptthema unserer Arbeit, die abnorme Léslich- 
keitserhGhung der Harnsaure betreffen, so sei doch auf eine Beantwortung 
derselben hier nicht verzichtet, weil die kritisierten Punkte allgemeine 
Kragen der Kolloidchemie beriihren, welche ebenfalls fiir die Medizin ein 
nicht unerhebliches Interesse beanspruchen diirfen. 

So ist es fiir L. Lichtwitz «geradezu erstaunlich», dafi wir die 
Harnsduregallerte, obwohl sie nach unserer eigenen Angabe bei der Dialyse 
gegen fliefendes Wasser vollig herausdialysiert, als Kolloid haben an- 
sprechen kénnen. Dieser Einwand ist nicht neu; wir sind ihm u. a. 
schon bei v. Schilling begegnet, der als erster diese Dialysierbarkeit an 
der Li-Uratgallerte beobachtet hat und in seiner Arbeit vom Jahre 1862 
berichtet, daf§ die Feststellung der Dialysierfahigkeit ihn zwingt, die Ver- 
mutung der kolloiden Natur der Harnsduregallerte aufzugeben. Bei dem 
damaligen Stande des kolloidchemischen Wissens war diese Schluffolge- 
rung vollig berechtigt. Seitdem aber die Kolloidchemie aus einer Lehre 
von den kolloiden Stoffen zu einer Lehre vom kolloiden Zustand aller 
Stoffe geworden ist, d. h. seitdem wir wissen, dafs der kolloide Zustand, 
anstatt eine bleibende Eigentiimlichkeit einiger weniger Substanzen zu 
sein, von allen, auch den krystalloiden Stoffen als intermedidre Stufe 
zwischen Lésung und krystallinisch-fester Ausscheidung durchlaufen wird, 
ist die Tatsache, dafi eine Substanz dialysierfahig ist, auch 
kein Beweis mehr gegen das Vorkommen derselben in kolloider 
Form. Im allgemeinen sind zwar diejenigen Stoffe, welche man schon 
seit langem als Kolloide kennt, aus leicht versténdlichen Griinden gerade 
solche, die nur wenig molekular- resp. ionendispers léslich sind. Die 
neuere Kolloidchemie kennt aber Wege, um auch Substanzen mit mittlerer 
und selbst grofer molekular- resp. ionendisperser Wasserléslichkeit, z. B. 
auch Kochsalz, kolloid herzustellen. Ein Beispiel der letzteren Art ist 
ebenfalls das Harnséurekolloid. Wird eine halbfeste kolloide Harnsaure- 
gallerte in reines Wasser gebracht, so geht genau wie bei der krystallinisch- 
festen Harnsdure bis zur Erreichung des Sattigungspunktes im Wasser 
ein gewisser Teil der Substanz in molekular- resp. in ionendisperser Form 
in Lésung, es stellt sich ein «Gleichgewicht» ein; wird nun die molekular- 
resp. ionendisperse Harnséiure der Lésung durch Dialyse entzogen, so 
gehen als Ersatz stets weitere Teile vom Kolloid in wahre Lésung, bis 
schlieMlich der nachliefernde BodenkGérper, die kolloide Harnsaure, auf- 
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gezehrt ist. In diesem indirekten Sinne sind daher alle solche Kolloide 
dialysierbar, die sich in einem Lésungsmittel befinden, welches merkliche 
Teile des Kolloids molekular- resp. ionendispers auflist. Kine hieriiber 
hinausgehende exzeptionelle Stellung fiir die kolloide Harnsaéuregallerte 
ist von uns in keiner Weise in Anspruch genommen worden. 

Der letzte Punkt der Lichtwitzschen Kritik betrifft die ebenfalls 
allgemein wichtige Frage der «<Adsorptionsverbindungen»>, unter denen 
man lockere, sich leicht 4ndernde, nicht von stéchiometrischen Gesetzen 
beherrschte, mehr physikalisch durch Adsorption bedingte Zusammen- 
lagerungen versteht, die in mancher Hinsicht eine Vorstufe der wahren 
chemischen Verbindungen darstellen. Aus drei Griinden haben wir in 
unserer Arbeit mit der erforderlichen Reserve es «als wahrscheinlich an- 
gemessenste Deutung angesprochen», dafs wir in den beobachteten inter- 
medidren Kolloiden der tibersattigten Harnsaéurelésungen solche Adsorp- 
tionsverbindungen der kolloiden Harnséure mit dem Alkali der Lésung 
vor uns haben. Einer unserer Griinde, die Inkonstanz der Alkalibindung 
durch das Harnsaéurekolloid wird von L. Lichtwitz bestritten, indem er 
die von uns wahrend des Kolloidausfalls beobachtete Anderung der Lésungen 
im Gehalt an freiem Alkali auf eine rein thermisch zu erklarende Disso- 
ziationsverschiebung der im geringen Uberschuf vorhandenen Natronlauge 
zuriickfiihrt. Auch wenn kein Kolloid in solcher schwach alkalischen 
Losung ist, soll die gleiche Alkalescenzainderung und damit ein gleicher 
Farbumschlag des als Indikator benutzten Phenolphthaleins beim Ab- 
kiihlen eintreten. Diese nach H. Malfatti von L. Lichtwitz zitierte 
Beobachtung des Phenolphthaleinumschlages ist, wie wir durch eigene 
Versuche bestiatigen kénnen, zweifellos richtig, aber sie erschépft keines- 
wegs die von uns beobachtete Alkalescenzinderung beim Auftreten der 
kolloiden Harnséurephase. Schon die geringe Menge Kohlensiéure, welche 
die von uns zur Kolloidausfaillung benutzte konzentrierte Kochsalzliésung 
heim einfachen Stehen an der Luft in sich aufgenommen hatte, geniigte, 
um die Malfattische Umfarbung des Phenolphthaleins zu unterdriicken; 
der Farbumschlag durch den Alkalescenzanstieg der Lésung infolge der 
Kolloidausfallung blieb aber im Parallelversuch gleichwohl erhalten. Um 
diese Erscheinung der inkonstanten Alkalibindung seitens der Harnsiure 
im Stadium ihres kolloiden Ausfallens nun auch quantitativ zu demon- 
strieren, haben wir in Gemeinschaft mit Herrn Dr. P. Neukirch, welcher 
sich an unserer Klinik zurzeit mit Gaskettenmessungen nach dem Ver- 
fahren von L. Michaelis beschiaftigt, eine elektrometrische Bestimmung 
jener Alkalescenzinderung vorgenommen. Bei diesen Untersuchungen, 
deren ausfiihrliche Mitteilung fiir die demnichst in der Kolloidzeitschrift 
erscheinende Arbeit « Beitrage zur Frage der Emulsionskolloide» bestimmt 
ist, wurde jeder Einfluf der Temperatur dadurch ausgeschaltet, dah wir 
bei entsprechend erniedrigter Harnsdurekonzentration die Lisung zunichst 
vollig klar und ohne Gallertbildung zur Abkiihlung brachten und sodann 
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erst durch Neutralsalzzusatz die kolloide Ausfallung einleiteten. Eine 
unserer Tabellen sei als Beleg hier kurz mitgeteilt: 


Lésung I. 

1 g Harnséure mit '/1o-NaOH unter 
Phenolphthaleinzusatz nach 
unseren Angaben heifi gelést in 
150 ccm Wasser, sodann wahrend 
einer Stunde bis zur Konstanz der 
Zimmertemperatur (21° Celsius) 
abgekihlt. 





| | H-Ex- 
Gemessen _ ponent 


Millivolt | mach 





Sdrensen 
125° 6901) | 7,58 
(Endein- | 
stellung nach | | 
30 Min.) 


Kolloidausfallung der 5 ccm 
durch 0,2 ccm konz. KCl-Lésung 
(gegen Neutralrot neutral). 


1255 708 «| = «(7,88 
{00 716 | 8,02 
1% 726 «|= «819 

Phenolphthalein wird rot! 
17° || 740) «| = 8,43 
19°) | 6752] 8,64 
1° 6] «6759 | 8,76 
15 8} 763 | 8,82 
bo | 788 | 9,26 
7 86) 6791} 9,38 

11°° | 793 | 9,34 


') Potentialdifferenz gegeniiber 
der gesattigten KCl-Kalomel-Elek- 
trode nach Michaelis. 





Lésung IL. 


Kontrolle desgl. 


a 














| H-Ex- 
Gemessen | ponent 
| Millivolt | nach 
| jDorensen 
12% =| 698 | 7.62 
(Endein- | | 
stellung nach | | 
30 Min.) | 
12°5 | 696 | 7,68 
1m =| 698 =| 7,72 
1 699 | 7,73 
120 699,5 | 7,74 
130 700,5 | 7,76 
14° | 701 7,77 
15° =| 701 7,77 
5° | 708 7,80 
750 | 703 s«7,80 
| 
11° | 703 7.80 


Phenolphthalein farblos. 


NB.: Der geringe auch in dieser 
Kontrolle beobachtete Anstieg der 
Alkalescenz diirfte gleichfalls in 
einer Salzbeeinflussung des Harn- 
siurekolloids seine Ursache haben, 
da bei der Apparatur von L. Mi- 
chaelis ein Hineindiffundieren 
von KCl-Spuren nicht leicht ganz 
zu vermeiden ist. 


Ein weiterer, vielleicht noch demonstrativerer Versuch zum Nach- 
weis der Inkonstanz der Alkalibindung sei wenigstens in gra- 


phischer Darstellung angefiihrt: 
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Konstante Jemperatur 21°C. 
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Diese Ergebnisse unserer elektrometrischen Messungen bei Tem- 
peraturkonstanz werden geeignet sein, auch beziiglich des letzten Punktes 
der «<Bemerkungen» Herrn Lichtwitz von der Unzulinglichkeit seiner 
rein theoretischen Argumentation zu iiberzeugen. Es hat eben stets sein 
Mifliches, itiber neuartige experimentelle Befunde lediglich theoretisierend 
zu urteilen. Wir diirfen es daher als wiinschenswert erklaren, dafs Herr 
L. Lichtwitz, falls er die Kritik fortsetzt, seine Stellungnahme statt auf 
Theorie, auf experimentelle Beobachtung griindet. 





Ganz unabhiingig von der Lichtwitzschen Kritik sei hier als eine 
Erginzung unserer Arbeit kurz angefiigt, daf wir bei der Weiterfiihrung 
der Versuche gefunden haben, dafi die verschiedenen Harnsiurepriparate 
des Handels sich bei dem Versuch S. 361 u. in der Stabilitat ihrer 
Kolloide etwas unterscheiden, und dafs der genannte Versuch der Erzeugung 
von Gallerten verschiedener Tropfengriéfie bei den schneller der Krystall- 
form zustrebenden Priiparaten besser gelingt, wenn die Aussalzung, statt 
sofort in noch heifer Lésung, erst nach Abkiihlung vorgenommen wird. 

















Berichtigung 
zu der Arbeit von L. Hermanns «Uber den Abbau der 
6-Ketonsiiuren» in Band 85 dieser Zeitschrift. 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Juni 1913.) 


Auf Seite 233 ist in Zeile 4 die Formel des Phenylpropylacet- 
essigesters unrichtig wiedergegeben, Der Ubergang von Phenylpropylacet- 
essigester in Phenylvaleriansiure wird durch folgende Formelbilder ver- 
standlich gemacht: 


CH,CH,CH,C,H, SH CH,CH CoH, 
CH,CO- CH «ye 
\cOooc,H, COOH 
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Untersuchungen tiber die Verbreitung des Asparagins, des Gluta- 
mins, des Arginins und des Allantoins in den Pflanzen. 
Von 


Anton Stieger. 





(Aus dem Agrikulturchemischen Laboratorium der Kidgenissischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Juni 1913.) 


a) Allgemeines. 


Bekanntlich unterscheiden sich die den verschiedenen 
Familien angehdrenden Pflanzen nicht nur in ihrem anato- 
mischen Bau und ihrer morphologischen Entwicklung, sondern 
hiiufig auch in ihrer chemischen Zusammensetzung. Dies be- 
trifft vorzugsweise ihren Gehalt an gewissen Nebenprodukten 
des Stoffwechsels wie Alkaloiden, Glukosiden, ‘therischen Olen, 
Terpenen, Betainen usw.; aber nicht selten tritt diese Ver- 
schiedenheit auch bei wesentlichen Bestandteilen, wie Proteinen, 
Kohlenhydraten, Fetten, auf. 

Die im agrikulturchemischen Laboratorium der eidge- 
ndssischen technischen Hochschule von E. Schulze und seinen 
Mitarbeitern ausgefiihrten Untersuchungen haben ferner ge- 
zeigt, dai bei vielen Familien die Keimpflanzen in der Regel 
Asparagin, bei andern Familien dagegen Glutamin enthalten. 
Diese Verschiedenheit zeigt sich auch dann, wenn die ge- 
nannten Amide aus Wurzelknollen und Khizomen_isoliert 
wurden. Doch waren die bisher festgestellten Resultate dieser 
Art nicht zahlreich genug, um daraus Gesetzmifigkeilen ab- 
leiten zu kénnen. Es schien daher wiinschenswert, in dieser 
Richtung weitere Untersuchungen anzustellen. Die Aufgabe, 
hier Gesetzmafigkeiten aufzufinden, gewinnt dadurch an Sicher- 
heit und deswegen auch an Interesse, weil Asparagin und 
Glutamin nicht allein in Keimlingen und unterirdischen Pflanzen- 


leilen enthalten sind, sondern auch in den oberirdischen griinen 
18 
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Pflanzenteilen auftreten, wenn man sie zwei oder drei Tage 
lang im Dunkeln stehen Ja6t. Oft ist diese Behandlung gar 
nicht notig. Ferner finden sich jene Amide in den jungen 
Trieben, die aus Rhizomen, Knollen und Wurzeln im Friih- 
jahr im Dunkeln sich entwickeln. Gesetzt der Fall, da6 eine 
Planze in diesen vier verschiedenen Entwicklungsstadien stets 
Asparagin und kein Glutamin enthilt, so zeugt dies fiir die 
Konstanz der Asparaginbildung und wire der Fall umgekehrt, 
so wiirde dies fiir Konstanz der Glutaminbildung sprechen. 
Sollten aber UnregelmiaBbigkeiten aufgefunden werden, sodaf 
in einem oder mehreren Fallen anstatt Asparagin Glutamin 
oder umgekehrt aufgefunden wiirde, so ware es unter Um- 
stiinden modglich, diese Ausnahmen auf veranderte Vegetations- 
bedingungen zurtickzufiihren. 

Dieser Aufgabe reihte sich noch eine andere an. Es 
zeigte sich, das die unterirdischen Pflanzenteile hiiufig mehr 
Arginin als Asparagin oder Glutamin enthalten; man mubte 
also zu der Vorstellung gelangen, dai die genannte Base hier 
als stickstoffhaltiger Reservestoff auftrete. Auch diese Beob- 
achtung sollte weiter verfolgt werden. 

Noch einem anderen Korper widmete ich eine besondere 
Aufmerksamkeit; ich fand namlich in einer Anzahl Objekten 
Allantoin. Das Auftreten dieser Stickstoffverbindung in den 
Pflanzen ist bekanntlich bis jetzt selten beobachtet worden 
und es fehlen zurzeit alle Kenntnisse tiber den Ursprung dieser 
Verbindung in den Pflanzen und tiber den Zweck ihrer Bildung. 
Um iiber diesen Punkt AufschluB zu gewinnen, bedarf es ohne 
Zweifel neuer Beobachtungen tiber das Auftreten des Allan- 
toins in den Pflanzen. Es war also wiinschenswert, solche 
Resultate in moglichst groBer Zahl zu sammeln. 


b) Die Beschaffung des Untersuchungsmaterials. 


Das untersuchte Pflanzenmaterial — unter- und ober- 
irdische Pflanzenteile, Keimlinge, junge Triebe — verschaffte 
ich mir zum gr6ften Teile selbst. Einiges verdanke ich der 
Freundlichkeit verschiedener Géartner. Alle  unterirdischen 
Pflanzenteile wurden im Herbst gesammelt. 
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Die Keimlinge zog ich auf folgende Weise: Blechkasten 
wurden mit feuchtem Sagemehl gefiillt, die Samen darin aus- 
gesiit und in einem dunkeln Zimmer bei ca. 20° C. wiihrend 
zwei bis drei Wochen im Wachstum unterhalten, wobei die 
Kulturen jeden zweiten Tag mit Wasser von ca. 20° C. leicht 
begossen wurden. Ebenso brachte ich auch die gegen das 
Friihjahr gesammelten und mit etwas Erde in das Sigemehl 
eingebetteten WurzelstOcke zum Austreiben. Etwa verwelkte 
Pflanzenteile wurden immer sorgfiltig entfernt. 

Die oberirdischen Pflanzenteile schnitt ich tiber den 
Wurzeln ab und bewahrte sie, ins Wasser gestellt, wihrend 
etwa dreier Tage im Dunkeln auf; nach Beobachtungen in 
unserem Laboratorium erfolgt dabei eine reichere Ansammlung 
der gesuchten Stoffe. 


c) Untersuchungsmethoden. ') 


Die untersuchten Objekte: Wurzeln, Wurzelknollea, Khi- 
zome, junge T'riebe, oberirdische Pflanzenteile und Keimpflanzen 
wurden in frischem Zustande zerkleinert und sodann mit heibem 
Wasser tibergossen. Der Extrakt wurde mit Hilfe einer Presse 
vom Riickstande getrennt und der letztere nochmals gleich 
behandelt. Die vereinigten Extrakte versetzte ich im geringen 
UberschuB mit Bleiessig, beseitigte die dadurch hervorgebrachte 
starke Fiallung und fiigte dem Filtrate eine in geeigneter Weise?) 
hergestellte Mercurinitratlbsung*) zu. Der erhaltene Niederschlag 
wurde abfiltriert, ausgewaschen, zwischen F iltrierpapier ab- 
geprebl, dann in Wasser aufgeschlammt und mittels Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Die vom Schwefelquecksilber durch Filtra- 
tion getrennte Losung wurde zur diinnen Sirupkonsistenz ein- 


') Nach Abderhaldens Biochemische Arbeitsmethoden, Bd. II, 
S. 510. 

?) Mercurinitrat wurde mit dem 10fachen Volumen Wasser itber- 
gossen und dann bis zur volligen Lésung konzentrierte Salpetersiure 
hinzugegeben; hierauf wurde mit starker Natronlauge versetzt, bis der 
entstandene Niederschlag sich eben nicht mehr liste. 

8) Das Arginin wird auf Zusatz von Mercurinitrat nicht gefallt; 
eine partielle Ausfallung erfolgt nur bei Anwesenheit anderer Stickstoff- 
verbindungen. 

18* 
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gedampft. Beim Stehenlassen lieferte dieser Sirup in den 
meisten Fallen Krystallisationen. 

Bekanntlich kann man auf diesem Wege Asparagin und 
Glutamin aus den wasserigen Pflanzenextrakten zur Abscheidung 
bringen. Uberdies weifS man, daB neben jenen Amiden noch 
einige, teils sehr héufig, teils seltener in den Pflanzen vor- 
kommende Stickstoffverbindungen in den Mercuriniederschlag 
gehen. Als solche sind zu nennen: Alloxurbasen (Nuclein- 
basen), Arginin, Vernin (Guanosin), Tyrosin und Allantoin. 

Das Verhalten dieser Stoffe laBt sich kurz in folgender 
Weise charakterisieren: Vernin und Tyrosin scheiden sich, 
wenn sie in nicht zu kleiner Menge vorhanden sind, aus den 
bei der Verarbeitung des Mercurinitratniederschlages erhaltenen 
Lésungen meistens vor dem Asparagin und Glutamin ab; sie 
kénnen aber auch zugleich mit diesen beiden auskrystallisieren. 
Die Trennung ist dann, weil Vernin und Tyrosin in kaltem Wasser 
sehr schwer léslich sind, ziemlich leicht zu bewerkstelligen. 

Das Arginin, das in jenen Lésungen als Nitrat sich vor- 
findet, bleibt, falls es nur in kleiner Menge vorhanden ist, beim 
Auskrystallisieren des Asparagins oder des Glutamins in der 
Mutterlauge zuriick. Aus dieser kann es dann mit Phosphor- 
wolframsiiure ausgefallt und aus der Fallung nach bekanntem 
Verfahren!) isoliert werden. Es wird nachher gewohnlich in 
das Nitrat und spiiter in das schwer losliche bei 112—114° 
schmelzende Kupferargininnitrat tibergefiihrt. 

Zur Unterscheidung von Asparagin und Glutamin bediente 
ich mich vor allem ihrer sehr charakteristischen Krystallform 
und ihrer verschiedenen Léslichkeit in Wasser.?) Glutamin 
priifte ich in jedem Falle auch durch seine Unldslichkeit in 
wisseriger, kalter, gesittigter Glutaminlésung, ferner, wenn 
méglich, durch Analyse des Kupfersalzes. Asparagin charakteri- 
sierte ich noch im speziellen durch Ausfiihrung von Wasser- 


bestimmungen. 


'! E. Schulze und E. Winterstein, Abderhaldens «Bioche- 


mische Arbeitsmethoden>, Bd. 2, S. 518. 
*) E. Schulze und E. Winterstein, Abderhaldens «Bioche- 


mische Arbeitsmethoden», Bd. 2, S. 510. 
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Zur Reindarstellung und Identifizierung von Allantoin 
besehritt ich den folgenden Weg: Das Allantoin krystallisierte 
immer zuerst aus dem bei der Verarbeitung des Mercurinitrat- 
niederschlages erhaltenen Sirup aus. Um die Krystalle vom 
Sirup trennen zu kénnen, verdiinnte ich den letzteren mit dem 
zweifachen Volumen Wasser, erhitzte auf dem Wasserbade, 
bis alles gelést war, und lieB dann die Fliissigkeit an der Luft 
stehen. Nach kurzer Zeit schieden sich wieder Krystalle aus, die 
dann von der Mutterlauge getrennt und durch Umkrystallisieren 
aus 10 Teilen Wasser gereinigt wurden. Die Allantoinkrystalle 
zeigen eine ganz charakteristische Form — lange Prismen 
mit dachartig abgeschnittenen Enden —, die es ermdglicht, 
dieselben von allen andern in den Mercurinitratniederschlag 
gehenden Stoffen zu unterscheiden. Allantoin schmilzt bei 232 
bis 234° unter vorheriger Briunung bei etwa 220°; es reagiert 
auf Lackmus neutral; mit Silbernitrat gibt es einen flockigen 
Niederschlag von Allantoinsilber. Kocht man Allantoin wihrend 
{—2 Minuten mit 12°/oiger Natronlauge, so zerfillt es in 
Ammoniak, Kohlensaure, Essigsiure und Oxalsiiure. Der Nach- 
weis der letzteren kann zur Identifikation von Allantoin dienen; 
zu diesem Zwecke wird die Fliissigkeit mit Essigsiure neu- 
tralisiert und hierauf mit Calciumchlorid versetzt, worauf Cal- 
cilumoxalat ausfallt. 


d) Resultate. 


Um haufige Wiederholungen zu vermeiden, méchte ich 
liber die Identifizierung der aufgefundenen Stoffe einige allge- 
meine Bemerkungen voraussenden. Mit allen Priparaten wurden 
die im vorigen Abschnitt angegebenen Reaktionen ausgefiihrt. 
Wo es die Ausbeute erlaubte, wurden die isolierten Stoffe 
durch quantitative Bestimmungen gekennzeichnet. Die beziig- 
lichen Resultate sind im folgenden mitgeteilt, mit Ausnahme 
der Wasserbestimmungen von Asparaginpriparaten, welche 
Daten am Ende dieses Abschnittes (Seite 260) tabellarisch zu- 
sammengestellt sind. 

Fiir die nachfolgende systematisch-botanische Anordnung 
der untersuchten Pflanzen war Schinz und Kellers Exkur- 
sionsflora der Schweiz (3. Auflage 1908) mafgebend. 
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1. Phragmites communis (Schilfrohr). Untersuchungs- 
objekt: 1500 g Rhizome. Der bei der Verarbeitung des Mercuri- 
nitratniederschlages erhaltene Sirup lieferte sehr bald eine 
Krystallisation von Asparagin, ca. 1,5 g. — Die zurtickbleibende 
Mutterlauge war auferst gering; sie wurde daher nicht mehr 
weiter untersucht. 

2. Scirpus maritimus (Binse). Untersuchungsobjekt: 
700 g Knollen und Wurzeln. Aus den erhaltenen Sirupen kry- 
stallisierte nach kurzer Zeit reichlich Asparagin aus, ca. 1,2 g. 
— Pie ziemlich kleine Menge Mutterlauge wurde mit Phosphor- 
wolframsiiure versetzt; es entstand eine geringe Fiallung, deren 
Verarbeitung auf Arginin ganz wenig von einem Korper lieferte, 
der nach der Art der Darstellung wahrscheinlich Argininnitrat war. 

3. Carex gracilis. (Segge.) Untersuchungsobjekt: 800 g 
Ende Mai gesammelter oberirdischer Pflanzenteile. Aus dem 
Mercurinitrat konnten ca. 0,3 g Asparagin isoliert werden. — 
Die kleine Menge Mutterlauge wurde nicht mehr weiter untersucht. 

4, Colchicum autumnale (Herbstzeitlose). Untersu- 
chungsobjekt: 1300 g Knollen. Aus dem sehr klaren Sirup 
krystallisierten ca. 0,3 g Asparagin. — Die zuriickbleibende 
geringe Menge Mutterlauge erlaubte keine weitere Untersuchung 
mehr. Es waren also keine anderen Amide in nachweisbarer 
Menge vorhanden. 

5. Hemerocallis fulva (Taglilie). Untersuchungsobjekt: 
Kin Rhizom von 1 kg. Aus dem Mercurinitratniederschlag wurde 
ein dunkler, nicht krystallisierender Sirup gewonnen. Ich ver- 
diinnte dann denselben mit Wasser und versetzte ihn mit Phos- 
phorwolframsiiure. Der erhaltene Niederschlag wurde auf Arginin 
verarbeitet; es wurde aber keines gefunden. Die vom Phos- 
phorwolframsiureniederschlag getrennte Losung lieferte bei der 
Versetzung mit Mercurinitrat eine Fillung, aus der einige As- 
paraginkrystalle isoliert werden konnten. Die Krystalle zeigten 
die fiir Asparagin charakteristische Gestalt und verwitterten 
beim Erhitzen auf 100° im Trockenschrank. 

6. Asparagus officinalis (Spargel). Untersuchungs- 
objekt: 2.2 kg Wurzelstécke. Der sehr bedeutende Mercuri- 
nitratniederschlag ergab bei der Verarbeitung einen Sirup, der 
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zur Hilfte krystallisierte: die erhaltenen Krystalle waren As- 
paragin, ca. 1 g. Die andere Halfte des Sirups wurde mit 
Wasser verdiinnt und mit Phosphorwolframsiiure versetzt. Der 
erhaltene Niederschlag war bedeutend, trotzdem konnte aus 
demselben nur eine geringe Menge Arginin isoliert werden; 
dies kénnte zur Vermutung fthren, dai der Phosphorwolfram- 
siiureniederschlag grObere Mengen von Alloxurbasen enthalte. 
Das Arginin wurde in das Kupfersalz iibergefiihrt, das bei 112 
bis 113° schmolz. 

Ich untersuchte in diesem Falle auch das vom Mercuri- 
nitratniederschlag herstammende Filtrat; die Verarbeitung des- 
selben nach den von E. Schulze!) gegebenen Vorschriften 
ergab die Anwesenheit eines KOrpers, der sehr wahrscheinlich 
Cholin war. Dasselbe wurde als salzsaures Salz isoliert; es 
ist leicht lislich in Wasser, gibt Fallungen mit Molybdiansiure, 
mit Goldchlorid, mit Kaliumperjodid, mit Kaliumquecksilber- 
jodid und mit Kaliumwismutjodid. 

7a. Iris pseudacorus (Schwertlilie). Untersuchungs- 
objekt: 2 kg Rhizom, im Garten gewachsen. Aus dem Sirup 
krystallisierte eine betrachtliche Menge Glutamin aus. Eine 
Analyse des Glutaminkupfersalzes lieferte folgendes Resultat: 

0.0520 g Substanz gaben 0,0118 g CuO, 
das entspricht 18,15°/o Cu (Theorie 17,98°/o Cu). 

Die vom Glutamin getrennte Mutterlauge wurde mit Phos- 
phorwolframséure versetzt; der entstandene Niederschlag ent- 
hielt eine kleine Menge Arginin, dessen Kupfernitratsalz schmolz 
bei 111—112°. Das vom Phosphorwolframsiureniederschlag 
getrennte Filtrat wurde mit Bleiessig gereinigt, mit Mercuri- 
nitrat versetzt und der entstandene Niederschlag, wie angegeben, 
verarbeitet: dabei wurde nochmals eine kleine Menge Arginin 
erhalten. — Eine Untersuchung des vom Mercurinitratnieder- 
schlag herstammenden Filtrats ergab mit ziemlicher Wahr- 
scheinlichkeit die Anwesenheit von Cholin. Es wurde als schwer 
losliches Quecksilberdoppelsalz gefallt; das aus diesem herge- 
stellte salzsaure Cholin zeigte alle charakteristischen Reaktionen. 


'Y E.Schulze, Abderhaldens «<Biochemische Arbeitsmethoden>, 
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7b. lirs pseudacorus (Schwertlilie). Untersuchungs- 
objekt: junge Triebe ca. 150 g. Aus dem Mercurinitratnieder- 
schlag konnte eine kleine Menge einer Verbindung (ca. 0,01 g) 
isoliert werden, die mit groBer Wahrscheinlichkeit als Gluta- 
min gekennzeichnet wurde. 

8a. Rumex acetosa (Ampfer). Untersuchungsobjekt: 
15 kg Wurzelstécke. Es konnte aus dem Mercurinitratnieder- 
schlag keine Stickstoffverbindung isoliert werden. Dasselbe 
Resultat gab auch die Untersuchung einer zweiten Menge 
Wurzeln (ca. 1 kg). 

8b. Rumex acetosa. Untersuchungsobjekt: 2 kg Ende 
Juni gesammelter, oberirdischer Pflanzenteile. Aus dem bei der 
Verarbeitung des Mercurinitratniederschlages erhaltenen Sirup 
krystallisierte Glutamin, ca. 0,1 g. Eine Analyse des Glutamin- 
Kupfersalzes gab folgendes Resultat: 


0,1356 g Substanz gaben 0,0303 g CuO, 
das entspricht 17,85°o Cu (Theorie 17,98°o Cu). 


Kine andere Stickstoffverbindung konnte aus der geringen 
Menge Mutterlauge nicht mehr isoliert werden. 

8c. Rumex acetosa. Untersuchungsobjekt: 200 g junge 
Triebe. Es wurde verhaltnismafig viel Glutamin isoliert; ca. 
0,5 g. Kine Analyse des Glutaminkupfersalzes lieferte fol- 
gendes Ergebnis: 

0,1136 g Substanz ergaben 0,0258 g CuO, 
das entspricht 18,17°/o Cu (Theorie 18,17°/o Cu). 


Die geringe Menge Mutterlauge wurde nicht weiter unter- 
sucht. 

9a. Rheum officinale (Rhabarber). Untersuchungs- 
objekt: 3kg Wurzelstécke. Die aus dem Mercurinitratnieder- 
schlag gewonnenen Sirupe lieferten keine Krystallisation. 
Daraufhin verdiinnte ich die Sirupe mit Wasser, fallte mit 
Phosphorwolframsaure, filtrierte und versetzte das Filtrat mit 
Bleiessig, trennte vom entstandenen Niederschlag und gab zur 
Losung Mercurinitrat. Die erhaltene Fallung wurde weiter 
verarbeitet, dabei konnte nun eine kleine Menge Glutamin er- 


halten werden; ca. 0,01 g. 
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9b. Rheum officinale. Untersuchungsobjekt: 2kg Ende 
Juni gesammelter Blatter. In diesem Falle krystallisierte aus 
dem Sirup sehr bald Glutamin aus, ca. 0,02 g. Die Verbindung 
wurde durch alle angegebenen Reaktionen gekennzeichnet. 

Die unbedeutende Mutterlauge wurde nicht weiter unter- 
sucht. , 

10. Anabasis aretioides (Wiistenpflanze). Unter- 
suchungsobjekt: 2 kg lufttrockener oberirdischer Pflanzenteile. 
Die Verarbeitung des Mercurinitratniederschlages lieferte eine 
Lésung, die schon bei noch starker Verdiinnung schone pris- 
matische Krystalle ausschied. Die Krystallform und die Art 
der Isolierung deuteten auf das Vorhandensein von Allantoin. 
Bei néherer Priifung zeigten die Krystalle alle charakteristischen 
Eigenschaften von Allantoin: sie waren schwer loslich im 
Wasser, die wasserige Losung reagierte auf Lackmus neutral. 
Ferner schmolzen die Krystalle bei 233—234° unter vor- 
heriger Bréunung bei 222°. Nach den Angaben in Hoppe- 
Seylers «Chemische Analyse» soll Allantoin bei 233° schmelzen 
und sich bei 220° braun firben. Die wisserige Lésung von 
Allantoin gab mit Silbernitrat eine flockige Fallung; nach dem 
Kochen der Krystalle mit Natronlauge konnte mittels Calcium- 
chlorid die entstandene Oxalsaéure nachgewiesen werden. 

Die von den Allantoinkrystallen getrennte Mutterlauge 
wurde mit Phosphorwolframsaéure versetzt und der Nieder- 
schlag auf Arginin untersucht, aber mit negativem Erfolg. 
Ebenso konnte kein Glutamin und kein Asparagin beobachtet 
werden. 

lia. Paeonia officinalis (Pfingstrose). Untersuchungs- 
objekt: 1400 g Rhizome. Aus dem bei der Verarbeitung des 
ziemlich betrichtlichen Mercurinitratniederschlages erhaltenen 
Sirup krystallisierte eine Stickstoffverbindung, die sich als 
Argininnitrat erwies, ca. 2,5 g. Das dargestellte Kupfersalz 
schmolz bei 112°, eine Analyse desselben lieferte folgendes 
Resultat: 


0,3187 g Substanz ergaben 0,0332 g H,O und 0,0425 g CuO, 
das sind 10,42°/o H,O (Theorie 9,02—10,52°/o H,O), und 11,91°/o Cu be- 
zogen auf die wasserfreie Substanz (Theorie 11.94°/o Cu). 
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Die Mutterlauge des Argininnitrates versetzte ich mit Phos- 
phorwolframsiure. Das vom Niederschlag getrennte Filtrat 
ergab bei der Verarbeitung eine kleine Menge von Glutamin: 
dasselbe wurde durch alle angegebenen Reaktionen gekenn- 
zeichnet. 

11b. Paeonia officinalis. Untersuchungsobjekt: 3 kg 
griine Bliitter, anfangs Juli gesammelt. Aus dem erhaltenen 
Sirup krystallisierten ca. 0,03 g Glutamin. Aus der Mutter- 
lauge konnte durch Fiillen mit Phosphorwolframsaure und Ver- 
arbeiten des erhaltenen Niederschlages noch ein wenig Arginin- 
nitrat isoliert werden. Das dargestellte Kupferargininnitrat 
schmolz bei 110—112° und es hatte genau das Aussehen eines 
aus Arginin dargestellten Kupferargininnitratpraparates. 

12. Anemone nemorosa (Buschwindréschen). Unter- 
suchungsobjekt: 450 g Wurzelstécke. Aus dem Sirup krystalli- 
sierte eine Verbindung, die ich als Argininnitrat kennzeichnen 
konnte. Der Schmelzpunkt der ganz charakteristisch ausge- 
bildeten Kupferargininnitratkrystalle lag bei 112—113°. 

Kine andere Stickstoffverbindung konnte nicht  isoliert 
werden. 

13. Ranunculus acer (scharfer Hahnenfuh). Unter- 
suchungsobjekt: 2 kg oberirdischer, Mitte Mai gesammelter, 
Pflanzenteile. Aus dem Sirup krystallisierte erst eine kleine 
Menge von charakteristisch ausgebildeten Asparaginkrystallen: 
ca. 0,02 g. Beim weiteren Eindunsten des Sirups wurde noch 
eine kleine Menge einer Verbindung erhalten, die nach der 
Krystallform und nach dem Aussehen des Kupfersalzes Arginin 
sein kénnte. 

14. Cochlearia armoracia (Meerrettich). Unter- 
suchungsobjekt: 950 g Wurzelstiicke. Der aus dem Mercuti- 
nitratniederschlag gewonnene Sirup lieferte keine Krystalli- 
sation. Daraufhin versetzte ich den mit Wasser wieder 
verdiinnten Sirup mit Phosphorwolframsaure und verarbeitete 
das Filtrat und den Niederschlag. Das Filtrat wurde erst mit 
Bleiessig gereinigt und dann mit Mercurinitrat gefallt; der ent- 
standene Niederschlag ergab bei der Verarbeitung einige gut 
ausgebildete Asparaginkrystalle. Daneben konnte auch noch 
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etwas Glutamin isoliert werden. Fir die Anwesenheit des letztern 
sprach neben den gewohnlichen Erkennungsreaktionen auch 
die Darstellung der sch6n lasurblauen Lisung des Glutamin- 
kupfersalzes. 

Der Phosphorwolframsdureniederschlag enthielt ca. 0,05 g 
Argininnitrat; das dargestellte Kupfersalz schmolz bei 112—113°. 
Bei der Gewinnung des Arginins wurde durch die mit Silber- 
nitrat erhaltene Fiillung, die in Ammoniak unloslich war, noch 
die Anwesenheit von Alloxurbasen dargetan. 

15a. Alchimilla vulgaris (Frauenmantel). Unter- 
suchungsobjekt: 1 kg Wurzelstécke. Aus dem Sirup krystalli- 
sierte Asparagin; ca. 1 g. — Die Mutterlauge wurde mit Phos- 
phorwolframsiure versetzt; aus dem entstandenen Niederschlag 
konnte ca. 0,2 g Argininnitrat isoliert werden. Das dargestellte 
Kupferargininnitrat schmolz bei 112°. 

15b. Alchimilla vulgaris. Untersuchungsobjekt: 1,5 kg 
griiner Oberirdischer, anfangs Mai gesammelter, Pflanzenteile. 
Aus dem Sirup krystallisierte Asparagin. Die unbedeutende 
Menge Mutterlauge wurde nicht weiter untersucht. 

15c. Alehimilla vulgaris. Untersuchungsobjekt: 100 g 
junge Triebe. Aus dem Sirup krystallisierte verhiltnismiifig 
viel Asparagin: ca. 0,3 g. Eine andere Stickstoffverbindung 
konnte ich nicht beobachten. 

16. Medicago sativa (Luzerne). Untersuchungsobjekt: 
1 kg Wurzelsticke. Aus dem Sirup krystallisierte reichlich 
Asparagin; ca. 0,2 g. Eine weitere Untersuchung der Mutter- 
lauge lieferte kein positives Resultat. 

17. Vicia sativa (Wicke). Untersuchungsobjekt: 800 g 
Wiirzelchen von jungen Pflanzen. Die Wurzeln waren reich- 
lich mit Knéllchen bedeckt, daher war eine reiche Ausbeute 
an Asparagin zu erwarten. Es lieB sich aber aus dem Mercuri- 
nitratniederschlag, der nicht unbedeutend war, nichts isolieren, 
weder Asparagin, noch Glutamin, noch Arginin. 

18. Pisum sativum (Erbse). Untersuchungsobjekt: 
500 g der sehr zahlreich mit Knéllechen besetzten Wurzeln, von 
jungen Pflanzen stammend. Es konnte auch in diesem Falle 
keine Stickstoffverbindung isoliert werden. 
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Das Nichtauffinden der sonst tberall anzutreffenden Amide 
kénnte vielleicht dadurch erklart werden, da bei der Tatig- 
keit der Wurzelbakterien diese Stickstoffverbindungen nicht oder 
nur in sehr kleiner Menge als Stoffwechselprodukte auftreten. 

19. Phaseolus vulgaris (Bohne). Untersuchungsob- 
jekt: 1200 g Wurzeln, im Herbst gesammelt. Die Verarbeitung 
des Mercurinitratniederschlages lieferte eine Lésung, aus der 
Tyrosin auskrystallisierte. Dasselbe gab mit Millonschem 
Reagens beim Erhitzen eine Rotfarbung und mit Morrueschem 
Reagens eine Griinfarbung. Auch die Piriasche Probe fiel 
positiv aus. 

Asparagin, Glutamin oder Arginin konnten nicht beobachtet 
werden. 

20. Geranium pyrenaicum (Storchschnabel). Unter- 
suchungsobjekt: 800 g Wurzelstécke. Aus dem Sirup krystalli- 
sierte eine reichliche Menge Asparagin; ca. 0,2 g. Die nur 
geringe Quantitét Mutterlauge wurde nicht weiter untersucht. 

21. Heracleum sphondylium (Barenklaue). Unter- 
suchungsobjekt: 1200 g Wurzelstécke. Aus dem Sirup kry- 
stallisierte nach langerem Stehen Glutamin aus, ca. 0,1 g. Eine 
Analyse des Glutaminkupfersalzes ergab folgendes Resultat: 

0,1689 g Substanz lieferten 0,0381 g CuO, 
das sind 18,04°o Cu (Theorie 17,98°/o Cu). 

Die ziemlich bedeutende Menge Mutterlauge wurde mit 
Phosphorwolframsiure versetzt; der entstandene Niederschlag 
und das Filtrat wurden getrennt verarbeitet. Letzteres lieferte 
einige sehr gut ausgebildete Krystalle von Asparagin. Der 
Phosphorwolframsiiureniederschlag enthielt eine kleine Menge 
Argininnitrat, ca. 0,02 g. Das dargestellte Kupferargininnitrat 
schmolz bei 112°. 

22a. Dancus carota (Mohrrtibe). Untersuchungsobjekt: 
5 kg Wurzeln. Aus dem Mercurinitratniederschlag wurde ca. 
| g Asparagin krystallisiert erhalten. Eine andere Base wurde 
nicht isoliert. 

22b. Dancus carota, Untersuchungsobjekt: 2 kg etwa 
' Wochen alter Keimlinge. Aus dem Sirup krystallisierte erst 
Asparagin. Ich entfernte diese Krystalle von der Mutterlauge 
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und tiberlieS letztere dem weiteren Eindunsten; es wurde dabei 
eine Glutaminkrystallisation erhalten. Eine Analyse des Gluta- 
minkupfersalzes ergab folgendes Resultat: 
0,2655 g Substanz gaben 0,0596 g CuO, 
das entspricht 17,96°/o Cu (Theorie 17,98°/o Cu). 

23. Lysimachia punctata (Gelbweiderich). Unter- 
suchungsobjekt: 1200 g Rhizome. Aus dem Mercurinitratnieder- 
schlag wurde ein Sirup gewonnen, der eine Krystallisation von 
ca. 2 g Argininnitrat ergab. Das Argininkupfernitrat schmolz 
bei 112°: dessen Analyse lieferte folgendes Resultat: 


0,6827 g Substanz ergaben 0,0715 g H,O und 0,0910 g CuO, 
das sind 10,47°/o HO (Theorie 9,02—10,52°/o) und 11,91°/o Cu berechnet 
auf die wasserfreie Substanz (Theorie 11,94°/o Cu). 


Die vom Argininnitrat getrennte Mutterlauge wurde mit 
Phosphorwolframsaure versetzt; es konnte aber aus der ent- 
standenen Fillung kein Arginin isoliert werden. 

24a. Anchusa officinalis (Ochsenzunge). Unter- 
suchungsobjekt: 1200 g Wurzelstécke. Die Verarbeitung des 
Mercurinitratniederschlages lieferte einen Sirup, aus welchem 
Allantoin auskrystallisierte, ca. 0,05 g. Dasselbe zeigte alle 
angegebenen Eigenschaften, besonders schén war die Krystall- 
form zu erkennen; dieselbe war vollkommen gleich der Kry- 
stallform eines aus der Sammlung unseres Laboratoriums stam- 
menden Allantoinpriiparates. Die Krystalle schmolzen bei 233 
bis 234°. Ein Teil der Krystalle wurde in verdiinnter Natron- 
lauge gelost und im Polarisationsapparat untersucht; es konnte 
keine Drehung der Lichtebene beobachtet werden. 

Die von den Krystallen getrennte Mutterlauge ergab beim 
weiteren Eindunsten nochmals einige Allantoinkrystalle; eine 
andere Stickstoffverbindung konnte nicht isoliert werden. 

24b. Anchusa officinalis. Untersuchungsobjekt: 2 kg 
Mitte Mai gesammelter oberirdischer Pflanzenteile. Die Ver- 
arbeitung des Mercurinitratniederschlages lieferte eine Lésung, 
aus der eine kleine Menge schén ausgebildeter Allantoinkry- 
stalle isoliert wurden. Dieselben zeigten alle charakteristischen 


Reaktionen. 
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Neben dem Allantoin krystallisierte noch eine kleine Menge 
einer in Wasser schwer léslichen Verbindung aus; die Krystalle 
bestanden aus mikroskopisch feinen Nidelchen. Wegen der 
geringen Quantitaét konnte der Koérper nicht naher identifiziert 
werden. 

25. Borago officinalis (Boretsch). Untersuchungs- 
objekt: 2,5 kg Keimlinge. Aus dem Sirup krystallisierte sehr 
bald Allantoin aus; ca. 0,02 g. Die Krystalle schmolzen bei 233 
bis 234°. Aus der Mutterlauge der Allantoinkrystalle konnte 
durch weiteres Eindunsten etwas Glutamin gewonnen werden. 
Asparagin wurde nicht erhalten. 

26. Stachys silvaticus (Ziest). Untersuchungsobjekt: 
1200 g oberirdischer Pflanzenteile, Ende Juli gesammelt. Aus 
dem Sirup krystallisierte nur eine kleine Menge Allantoin, ca. 
0,01 g. Die weiter eingedunstete Mutterlauge ergab eine kleine 
Quantitit einer Verbindung, die sehr wahrscheinlich Glutamin war. 

27a. Salvia pratensis (Salbei). Untersuchungsobjekt: 
700 g Wurzeln. Aus dem Mercurinitrat wurde ein Sirup ge- 
wonnen, der eine Krystallisation von ca. 0,2 g Asparagin lieferte. 

Die von den Krystallen abgegossene Mutterlauge gab beim 
weiteren Eindunsten eine zweite Krystallisation, die sich als 
Glutamin erwies. 

27b. Salvia pratensis. Untersuchungsobjekt: 2 kg ober- 
irdischer Pflanzenteile, Ende Juni gesammelt. Der Sirup lieferte 
in diesem Falle nur eine Krystallisation von Asparagin, ca. 0,2 ¢. 
Glutamin konnte nicht beobachtet werden. 

28. Mentha palustris (Minze). Untersuchungsobjekt: 
250 g Wurzeln. Der Sirup lieferte eine erste Krystallisation 
von ca. 0,01 g Asparagin. Die weiter eingedunstete Mutterlauge 
gab nochmals einige Asparaginkrystalle, aber kein Glutamin. 

29. Mirabilis Jalapa (Wunderblume). Untersuchungs- 
objekt: 2 kg Wurzelstécke. Die bei der’ Verarbeitung des 
Mercurinitratniederschlages erhaltenen Sirupe lieferten eine 
Krystallisation von Allantoin, ca. 0,01 g. Die Krystalle schmolzen 
bei 232 —233°; sie zeigten weiters alle charakteristischen Reak- 
tionen dieser Substanz. 

Die Mutterlauge wurde weiter eingedunstet; dabei wurden 
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noch einige Allantoinkrystalle erhalten; eine andere Stickstoff- 
verbindung konnte nicht isoliert werden. 

30. Solanum lycopersicum (Tomate). Untersuchungs- 
objekt: 1 kg unreife Friichte. Aus dem Mercurinitrat konnte 
ca. 0,07 g Glutamin isoliert werden. Eine Analyse des Glu- 
taminkupfersalzes ergab folgendes Resultat: 

0.0774 g¢ Substanz lieferten 0,0172 g CuO, 
das sind 17,77°/o Cu (Theorie 17,98°/o Cu). 

Kine andere Base konnte aus der geringen Menge Mutter- 
lauge nicht mehr isoliert werden. 

31. Solanum tuberosum (Kartoffel). Untersuchungs- 
objekt: 3 kg oberirdische Pflanzenteile, Ende Juni gesammelt. 
Aus dem Mercurinitratniederschlag wurde ca. 0,5 g Asparagin 
isoliert. Glutamin konnte nicht beobachtet werden. 

32. Achillea millefolium (Schafgarbe). Untersuchungs- 
objekt: 2 kg oberirdischer Pflanzenteile, Ende Juni gesammelt. 
Es konnten einige gut ausgebildete Asparaginkrystalle isoliert 
werden. Eine Verarbeitung der Mutterlauge auf Arginin lieferte 
ein negatives Resultat. 

33a. Taraxacum officinale (Léwenzahn). Unter- 
suchungsobjekt: 1100 g Wurzelstécke. Der aus dem Mercuri- 
nitratniederschlag gewonnene, noch ziemlich verdiinnte Sirup 
lieferte eine kleine Menge von silberglinzenden Krystallbliittchen. 
Die Vermutung, dafi hier Vernin vorlag, wurde durch den posi- 
tiven Ausfall der fiir Vernin sprechenden Erkennungsreaktionen 
bestatigt. Das Verninpikrat schmolz bei 185°; in Abder- 
haldens «Biochemisches Handlexikon» ist fiir diese Verbindung 
als Schmelzpunkt 185° angegeben. 

Die vom Vernin getrennte Fliissigkeit lieferte beim weiteren 
Kindunsten reichlich Asparagin, ca. 0,8 g. Die zuriickbleibende 
Mutterlauge wurde mit Phosphorwolframsiure versetzt; der 
entstandene Niederschlag enthielt ca. 0,1 g Argininnitrat. Die 
Analyse des Kupferargininnitrates ergab folgendes Resultat: 

0,1646 g Substanz ergaben 0,0152 g H,O und 0,0218 g CuO, 
das sind 9,27°/o H,O (Theorie 9,02—10,52°/0) und 11,69°/o Cu berechnet 

auf die wasserfreie Substanz (Theorie 11,94°%o Cu). 

33b. Taraxacum officinale. Untersuchungsobjekt: 
100 g junge Triebe. Der gewonnene Sirup lieferte eine As- 
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paraginkrystallisation, ca. 0,5 g. Die weiter eingedunstete 
Mutterlauge ergab noch eine kleine Ausscheidung. Dieselbe 
war nach dem Aussehen und nach der Farbe und Krystallform 
des Kupfersalzes sehr wahrscheinlich Argininnitrat. 


Zusammenstellung der Resultate bei der Wasser- 
bestimmung im Asparagin. 
Nach der Theorie enthalt Asparagin 12°/o H,O. 

















—— Substanz | Wasser | Wasser 

in g | in g | in °%o 

Phragmites com. W. ..| = 00,8663 |_—s(0,0436— 11,90 
Scyrpus mari. W. . - .| 0,226 | = (00627, 11,99 
Cholchicum aut. W.. . 0.2326 | 00278 | 11,96 
Asparagus off. W....) 00,6652 | 00817, 12,28 
Alchimilla vulg. W . ..| 0,6048 =| 00725 | ~— 11,99 
> >» O...|] 02148 | £00258 | 12,04 

; » T.../ 02168 | 00259 | 11,98 
Medicago sat. W... «| 0,1812 | 0,0221 | 12,19 
Geranium Rob. W....) 0,160 =| 0.0194 | 12,05 
Dancus carotaK .... 0.3977 | 00481 | = 12,09 
Salvia prat O .... «| 0,1884 | 0),0225 | 11,93 
Solanum tub.O. .. . .) 0,8378 | (00404 11,97 
Taraxacum off. W ...;  0,2397 | 0.0291 | 12,14 
> T....| 03764 | 00455 | 12,09 


W = Wurzel; T = junge Triebe; O = Oberirdische Teile; K = Keimlinge. 


e) Zusammenstellung der tiber das Auftreten von Asparagin und 
Glutamin in Wurzeln, oberirdischen Pflanzenteilen und Keimlingen 
gemachten Beobachtungen. 


Bei dieser Zusammenstellung beriticksichtigte ich auch die 
friiher gewonnenen Versuchsresultate. Zu deren Auffindung 
benutzte ich Wehmers «Die Pflanzenstoffe».1) Zu bemerken 
ist noch, daB die meisten Untersuchungen im agrikulturche- 
mischen Laboratorium der eidgendssischen technischen Hoch- 
schule von E. Schulze und seinen Mitarbeitern ausgefiihrt 
wurden. Die von mir untersuchten Pflanzen sind mit einem 
Stern versehen [*]. Der besseren Ubersicht wegen ist die Zu- 
sammenstellung tabellarisch angeordnet. 


') Wehmer, «Die Pflanzenstoffe», 1912. 
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ee 
| Familie | Name der Pflanze | Untersuchter Pflanzenteil peer 
| | 
| Polypodiaceae Pteris cretica | Junge Pflanze Glutamin 
Apleum felix femina | > : > 
| Aspidium felix mas | , > | > 
Gramina *Phragmites communis | Wurzeln und Auslaiufer | Asparagin 
Zea Mays _ Etiolierte Keimlinge | > 
| Saccharum officinalis | Oberirdische Teile | > 
| Hordeum sativum | ~ | > 
| Triticum . | Embryonen des Keimes | > 
Cyperaceae | *Scirpus maritimus | Wurzeln | > 
| *Carex gracilis | Oberirdische Teile | > 
Liliaceae | Asparagus officinalis | Junge Sprosse | , 
| > acutifol. | > » | > 
| Convallaria majalis | Kraut > 
> > | Wurzeln und Rhizome > 
| Paris quadrifolia. | Junge Schdblinge 
| : > | Rhizom > 
| > > | Samen . 
; | *Cholchicum autumnale | Knollen > 
| *Hemerocallis fulva | Rhizome und Wurzeln > 
| ae claimaie, | » > . . 
lridaceae *Iris pseudacorus | > > . Glutamin 
| > > | Junge Triebe > 
/ Polygonaceae *Rumex acetosa Oberirdische Teile > 
> > | Etiolierte Keimlinge . 
*Rheum officinale | Wurzelstock > 
> > Oberirdischer Teil > 
Chenopodiaceae Beta vulgaris Blatter : 
| Beta vulg. var rapa Riibe > 1) 
> > » sacchar. > » ty 
Caryophyllaceae Saponaria officinalis Blatter > 
Spergula arvensis Etiolierte Keimlinge > 
Nymphaeaceae | Nelumbium speciosum Rhizom Asparagin 
Ranunculaceae *Paeonia officinalis Rhizome und Wurzeln (Arginin) 
_ ae > ~ % | Blatter Glutamin 
‘) In russischen Riiben findet Smolenski meistens Asparagin. 
19 
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Fortsetzung. 





eee 





Familie Name der Pflanze 


| Untersuchter Pflanzentei 


Untersuchungs. 








resultat — 

Ranunculaceae *Anemone nemorosa Rhizome | (Arginin) 
*Ranunculus acer Oberirdische Teile | Asparagin 

Cruciferae Lepidum sativum Etiolierte Keimlinge Glutamin 


Brassica napus 
Brassica napobrassica 
Br. napa var. rapifera 

Br. ol. var. gongyloides 
Raphanus sat. var. radiola 
> >» » rapif. 
Sinapis alba 
Camelina sativa 


*Cochlearia armoracia 


Brassica, ol. var. gongyl. 
Rosaceae Pirus communis 
Prunus amygdalus 
*Alchimilla vulgaris 


> 


» > 
Leguminosae Lupinus luteus 
> > 
> albus 


Lupinus angustif, 
Trifolium pratense 
*Medicago sativa 
Glycyrrhiza glabra 
Onobrychis sativa 
Robinia pseudacacia 
Arachis hypogaea 
Ervum leus 
Vicia sativa 


» > 





Wurzelstock 
Griine Teile 
Etiolierte Keimlinge 
Wurzeln 
Etiolierte Keimlinge 
Keimpflanze 
Wurzelstock 


Knollen 
Unreife Frucht 
Wurzeln 
Oberirdische Teile 
Etiolierte Keimlinge 
Samen 
Etiolierte Keimlinge 
Blatter 
Etiolierte Keimlinge 
Wurzeln 
Etiolierte Keimlinge 
Wurzeln 
Samen 
Etiolierte Keimpflanze 
Ganze Pflanze 
Samen 
Etiolierte Keimpflanze 





| 
| 
| 
' 








» 


> 


oa 


Glutamin und 


Asparagin 
Glutamin 
Asparagin 
> 
, 








| 
| 
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Fortsetzung. 
— —_—— 3 
- Familie Name der Pflanze Untersuchter Pflanzenteil erm 
Leguminosae Vicia faba Hiilse | Asparagin 
: > Etiolierte Keimpflanze | > 
Pisum sativum | Junge Triebe > 
Pisum sativum | Etiolierte Keimpflanze | > 
| > > Belichtete > | > 
| Glycina soja Etiolierte . > 
Phaseolus vulgaris Unreife Frucht | > 
, > Etiolierte Keimpflanze | > 
Pisum sativum Hiilsen | > 
Geramiaceae *Geranium Robert. Wurzeln > 
Euphorbiaceae Ricinus communis Etiolierte Keimlinge | Glutamin 
> : Belichtete > Asparagin 
- Umbelliferae Apium graveolens Wurzelknollen Asparagin 
und Glutamin 
*Daucus carota *) > desgl. 
» >» 2) Etiolierte Keimlinge > 
| *Heracleum sphondylium Wurzeln 2 
Boraginaceae *Symphytum officinalis > Asparagin 
*Borago officinalis Etiolierte Keimlinge Glutamin 
Labiatae Stachys Sieboldi Knollen > 
*Mentha palustris Wurzeln Asparagin 
*Salvia pratensis > Asparagin 
und Glutamin 
| > » Oberirdische Teile Asparagin 
) Solanaceae Solanum tuberosum Knollen , 
| > > Etiolierte Keimlinge » 
*Lycopersicum escul. Unreife Frucht Glutamin 
Nicotiana tabacum Etiolierte Keimlinge Asparagin 
Cucurbitaceae Cucurbita pepo *) > > Glutamin 
| Compositae Helianthus annuus » Keimpflanze | Glutamin und 
Asparagin 
| Dahlia variabilis Etiolierte junge Triebe Asparagin 
| > > Wurzelknollen > 
i Lactuca, altissima Etiolierte junge Triebe > 
Scorzonera hispanica Milchsaft > 
] *Taraxacum officinale Wurzeln > 
je > > Etiolierte junge Triebe > 
*) In einigen Fallen fand E. Schulze nur Glutamin. 
*) In zwei Fallen fand E. Schulze Asparagin und kein Glutamin. 
' *) In einer einzigen Kultur war Asparagin und kein Glutamin. 19" 
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f) Besprechung der in den Tabellen zusammengestellten Resultate. 


Die in dieser Tabelle zusammengestellten Untersuchungs- 
resultate zeigen, daB innerhalb ein und derselben Pflanzenfamilie 
das Auftreten von Asparagin oder Glutamin einer Gesetzmiabig- 
keit gehorcht: Aus den Pflanzen der einen Familien wurde nur 
Asparagin, aus den Pflanzen anderer Familien nur Glutamin 
und aus den Pflanzen weiterer Familien beide Amide isoliert. 
Diese Gesetzmabigkeit war zum voraus gar nicht zu erwarten, 
denn Asparagin und Glutamin sind homologe Abbauprodukte 
des Eiweifmolekiils und es konnte angenommen werden, dal 
diese beiden Amide bei der Eiweifspaltung in allen Pflanzen 
und Pflanzenteilen in annihernd gleichen Mengen angehiuft 
werden. Das letztere ist nun offenbar nicht der Fall. Die vor- 
liegende Tabelle spricht dafiir, daB die Pflanzen die Fahigkeit 
besitzen kénnen, das eine oder andere dieser Amide in be- 
deutend gréBerer Menge anzuhiéufen. Dagegen darf aus den 
zusammengestellten Versuchsresultaten nicht der Schlu8 gezogen 
werden, es fehle einer Pflanze, aus der nur Asparagin isoliert 
wurde, das Glutamin vollstiindig — oder umgekehrt. Denn fast 
alle Untersuchungen beziehen sich nur auf 1—2 kg Pflanzen- 
material und da liegt die Méglichkeit nahe, daf unter diesen 
Versuchsbedingungen einzig jenes Amid isoliert werden konnte, 
das die Pflanze in gréSerer Menge anhiuft, waihrend das andere 
Amid auch vorhanden ist, aber in so geringer Quantitiét vor- 
liegt, dai wir es mittels unserer angewandten Methoden nicht 
zur Abscheidung bringen kénnen. Das letztere trifft ganz he- 
sonders zu fiir Glutamin; Asparagin nimmt hier eine bevor- 
zugte Stellung ein, denn wegen seines grofen Krystallisations- 
vermégens kann es auch in sehr kleinen Mengen identifiziert 
werden. Ks ist daher die Moglichkeit, neben gréSeren Quan- 
titiiten von Glutamin noch kleinere Mengen von Asparagin zu 
finden, gréfer als umgekehrt. 

Wihlt man also die Versuchsbedingungen derart, dal 
nur Quantitéten von etwa 2 kg Pflanzenmaterial zur Unter- 
suchung verwendet werden, dann wird in der Regel nur jene 
Stickstoffverbindung isoliert und identifiziert werden kdnnen, 
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die von der Pflanze in bedeutender Menge angehduft werden. 
Wiirde aber viel mehr Material untersucht, so iinderte sich das 
Resultat gewiB nur in der Hinsicht ab -— es liegen dariiber 
keine experimentellen Beobachtungen vor —, dafi neben griferen 
Quantitiéten des einen Amides wahrscheinlich auch kleinere 
Mengen des andern Amides isoliert werden. Damit wird aber 
die Gesetzmabigkeit, welche wir aus der Tabelle herauslesen, 
nicht gestért und die vorliegenden Resultate erlauben daher 
folgenden SchluB zu ziehen: 

Eine Reihe von Pflanzen besitzt die Fiéhigkeit, von den 
beiden Amiden Asparagin und Glutamin, das eine oder andere 
stets in gréBerer Menge anzuhiufen. Diese Fahigkeit erweist 
sich ferner als eine Eigenschaft, die fiir alle Pflanzen ein und 
derselben Familie charakteristisch ist. Z. B.: Die untersuchten 
Pflanzen aus den Familien der Gramina, der Liliaceae, der 
Rosaceae, der Leguminosae und der Compositae hiéufen stets 
Asparagin und die untersuchten Pflanzen aus den Familien der 
Polypodiaceae, der Polygonaceae, der Cruciferae und der Caryo- 
phyllaceae héufen stets Glutamin in bedeutend grifierer Menge 
an. Wie die Tabelle zeigt, gibt es neben diesen beiden Gruppen 
noch Familien, welche die beiden Amide in ungefahr gleich 
grobem Mengeverhiltnis enthalten, was z. B.: die Familien der 
Umbelliferae recht deutlich zeigen und was sehr wahrschein- 
lich auch bei den Familien der Labiatae und der Solanaceae der 
Fall ist. — Die hier gemachten Beobachtungen sind daher eine 
weitere Bestatigung des Parallelismus zwischen morphologisch- 
anatomischer und chemischer Verwandtschaft der Pflanzen. 

Es eriibrigt noch, ein Wort tiber die in der Tabelle an- 
gefihrten Ausnahmen zu sagen. E. Schulze‘) fand in vielen 
Vegetationen von Cucurbita pepo stets nur Glutamin, aber eine 
Vegetation enthielt Asparagin und kein Glutamin. — Wiihrend 
aus den Kompositen immer Asparagin isoliert wurde, fand 
Frankfurt?) in den Keimpflanzen von Helianthus annuus wieder- 
holt ein Gemenge von Glutamin und Asparagin, wobei bald 
das eine und bald das andere in der Quantitaét vorherrschte. — 


') E. Schulze und Steiger, B., Bd. 19, S. 1177 und Bd. 24, S. 1098. 
*) Frankfurt, Landw. Versuchsstation (96), Bd. 48, S. 33. 
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In zahlreichen von E. Schulze!) ausgefiihrten Versuchen an 
Zucker- und Runkelriiben ergab sich nur das Vorhandensein 
von Glutamin. Smolenski?) gibt an, da’ russische Zucker- 
riiben in der Regel Asparagin enthalten. Die Umbelliferae sind 
eine Familie, in der die Individuen die beiden Amide in an- 
nihernd gleichen Mengen enthalten; nun fand aber E. Schulze?) 
in den zuerst untersuchten Wurzeln von Daucus carota nur 
Glutamin, in allen spiiteren Fallen dann ein Gemenge der beiden 
Kérper. Aus den Keimpflanzen von Daucus carota wurde in 
zwei Fiillen Asparagin statt Glutamin isoliert. Noch liegt ein 
interessantes Resultat vor tiber den Befund an Keimlingen von 
Ricinus communis: E. Schulze‘) fand in den etiolierten Keim- 
pflanzen nur Glutamin und Green®) wies in belichteten Keim- 
pflanzen Asparagin nach. 

Worin wohl die Ursache liegt, daf eine Pflanze, die ge- 
woOhnlich Asparagin bevorzugt, in einzelnen Fallen mehr Glutamin 
bildet und umgekehrt, ist jetzt noch nicht mit Sicherheit an- 
zugeben, denn es liegen noch fast keine diesbeziiglichen experi- 
mentellen Beobachtungen vor. Ich will hier versuchen, einige 
Erwiigungen anzustellen, die zeigen kénnten, welche Richtung 
beziigliche Experimente zukiinftig einzuschlagen hiatten. 

Die Ursache der Unregelmibigkeiten kann eine zweifache 
sein: Erstens ist es méglich, daB die Ausnahme durch eine 
besondere Eigentiimlichkeit der betreffenden Pflanze bedingt 
wird. Zweitens kénnen verinderte, éufbere Lebensbedingungen 
— was der Botaniker als Milieu bezeichnet — an den aufge- 
fundenen Regellosigkeiten die Schuld tragen. Letztere Ansicht 
scheint mir wahrscheinlicher und allgemeiner zutreffend. Sie 
wird auch durch die angefiihrten Beispiele der Runkel- und 
Zuckerriiben und der Keimlinge von Ricinus communis gestitzt. 
Bei den andern erwahnten Ausnahmefillen wurde eben dem 


') E. Schulze und Ulrich, Landw. Versuchstation (75), Bd. 18. 
S. 269 und 409. 

?) Smolenski, Osterreichisch-Ungarische Zeitschrift fiir Zucker- 
industrie und Landwirtschaft. XL. Jahrgang, 2. Heft. 

*) E. Schulze, Landw. Versuchsstation (96), Bd 48, S. 33. 

‘) E. Schulze, Landw. Versuchsstation (96), Bd. 48, S. 33. 

°) Nach Dragendorff, Heilpflanzen, S. 500. 
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Milieu gar keine besondere Aufmerksamkeit geschenkt, und so 
sprechen dieselben weder fiir noch gegen letztere Ansicht. Um 
demnach in diesen Fragen einen Entscheid treffen zu kénnen, 
miissen unbedingt eine Reihe von Experimenten derart ausge- 
fiihrt werden, dai jeweilen das Milieu bei verschiedenen Kul- 
turen genau beriicksichtigt und entsprechend abgeiindert wird. 

Die Ansicht, dafi das Milieu einen Einfluf auf die chemische 
Zusammensetzung einer Pflanze ausiiben kann, wird auch ge- 
stiitzt durch analoge Erfahrungen in Botanik und Zoologie. 
Dort ist bekannt, dafi der Standort den anatomischen Bau und 
die morphologische Entwicklung eines Lebewesens so bedeutend 
beeinflussen kann, dafi dieser Organismus die Norm seiner 
Familie mehr oder weniger tiberschreitet. Nun glaube ich, dah 
die chemische Zusammensetzung einer Pflanze noch viel rascher 
durch éubere Faktoren variiert werden kann als der anatomische 
Bau und die morphologische Entwicklung. Es ist aber unter 
dieser Variation nicht die Bildung neuer KoOrper zu erwarten, 
sondern nur eine Verschiebung der quantitativen Verhiiltnisse, 
in denen die Stoffe in der Pflanze auftreten. Eine solche Varia- 
tion, bedingt durch Witterung und Standort, ist nachgewiesen 
fiir den Gehalt der Blatter von Digitalis purpurea an Digitoxin.') 
Ebenso ist die wechselnde Zusammensetzung der iitherischen 
Ole von Citrusarten, von Coniferae und von Gramineen sehr 
wahrscheinlich auf den EinfluB des Milieus zuriickzufiihren. 

Werden daher in Pflanzen aufgefundene Stoffe nach bo- 
tanisch-systematischen Gesichtspunkten quantitativ oder quali- 
tativ verglichen, so muf sehr genau auch das Milieu beritick- 
sichtigt werden, unter dessen EinfluB die Pflanzen aufgewachsen 
sind. Es kénnen aber nur Resultate, die aus Pflanzen mit 
gleicher Lebenslage gewonnen wurden, erfolgreich miteinander 
verglichen werden, und ebenso vermégen nur solche Resultate 
zuverlissig die Frage zu beantworten, inwieweit die chemische 
Verwandtschaft der Pflanzen mit der anatomischen-morpholo- 
gischen Verwandtschaft parallel gehe. 

In der von mir zusammengestellten Tabelle stammen die 
meisten Pflanzen aus der Umgebung von Ziirich; somit lage 





‘) Reed und Vanderkleed, Amer. J. Pharm., 1908, Bd. 80, S. 110. 
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hier wenigstens eine gewisse, zwar nur zufallige Gleichheit 
der klimatischen Verhaltnisse fiir diese Pflanzen vor: die Boden- 
beschaffenheit war allerdings verschieden. Bei weiteren dies- 
beziiglichen Untersuchungen — und es wire gewif nicht un- 
interessant, vorliegende Tabelle zu vervollstandigen — mu 
von Anfang an dem Milieu grofe Riicksicht getragen werden. 
Ein kurzes Wort noch iiber das Vorkommen des Arginins. 
Dasselbe begleitet fast immer das Asparagin, weniger das 
Glutamin. Es wurden auch Faille beobachtet, wo nur Arginin 
und keines der beiden Amide Glutamin oder Asparagin auf- 
gefunden wurde. Ks spielt hier vielleicht das Arginin die Rolle 
eines Reservestoffes. So fand sich z. B. in der Familie der 
Ranunculaceae bei Paeonia officinalis (Wurzeln) und bei Anemone 
nemorosa (Wurzeln) nur Arginin, dagegen lieBen sich in den 
oberirdischen Teilen von Ranunculus acer Asparagin und Arginin 
nachweisen. In Keimpflanzen findet sich 6fters nur Arginin: 
so wurde in den Keimlingen von Pinus silvestris,!) von Abies 
pectinata,?) von Triticum sativum, *) von Pisum sativum‘) und 
Cucurbita pepo®) in mehreren Fallen nur Arginin isoliert. 














g) Uber das Vorkommen von Allantoin in den Pflanzen. 


Die Rolle, welche das Allantoin im pflanzlichen K6rper 
spielt, ist noch unaufgeklart. Der Grund dafiir liegt wohl 
hauptsachlich in dem Umstande, daB man diese Verbindung 
bisher nur vereinzelt in Pflanzen aufgefunden hatte, denn es 
ist Allantoin nur aus folgenden Pflanzen isoliert worden: 

Aus den Sprossen der Platanen*®) und der Acerarten. ‘) 

Aus den Hiilsen von Phaseolus vulgaris. °) 


') E. Schulze, Landw. Versuchsstation, Bd. 55, S. 267 (1901). 

*) E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 435 (1896). 

°) E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 455 (1904). 

*) E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 496 (1906). 

5) E. Schulze und Steiger, Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 1177. 
6) E. Schulze und Barbierie, B., Bd. 14, S. 1602 und 1834. 

7) E. Schulze und Bosshard, Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 420. 
*) Pfenninger, Ber. d. bot. Ges., Bd. 27, S. 227. 
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Aus der Rinde von Aesculus hippocastanum. ') 

Aus Weizen?) und aus Riiben. ) 

Ein weiterer Nachweis von Allantoin in verschiedenen 
Pflanzenteilen war sehr erwiinscht. Es gelang mir, diesen 
Kirper aus einer weiteren Anzahl von Objekten zu isolieren: 

Aus den Wurzeln von Mirabilis Jalapa. 

Aus den oberirdischen Teilen von Stachys silvatica. 

Aus den oberirdischen Teilen von Anchusa officinalis. 

Aus den Wurzeln von Anchusa officinalis. 

Aus den Keimlingen von Borago officinalis. 

Aus den oberirdischen Teilen von Anabasis aret. 

Bemerkenswert ist, dai Allantoin in den verschiedenen 
Pflanzen und Pflanzenteilen auftritt. Dies kann vielleicht zur 
Entdeckung der Art und Weise, in der das Allantoin entsteht, 
sowie seiner Verwendung in den Pflanzen dienen. 

Nach einer Mitteilung von Titherley und Coppin‘) 
findet sich Allantoin auch in der Wallwurz (Symphytum offi- 
cinalis). Somit wire also die Familie der Boraginaceae mit 
ihren Vertretern Anchusa, Borago, Symphytum besonders reich 
an Allantoin. Es kénnte daher von hier aus eine Aufklirung 
liber die Rolle und Bedeutung des Allantoins am ehesten er- 
wartet werden. 


') E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 420. 

*) Richardson und Crampton, B., Bd. 19, S. 1130. 

%) v. Lippmann, B., Bd. 29, S. 2646. 

*) Pharm. Journ., Bd. 43, S. 92; C. (1912), Bd. 1, S. 782. 











Uber das Vorkommen von Hemicellulosen in Wurzelsticken, 
Rhizomen und Wurzelknollen. 


Von 


Anton Stieger. 


‘(Aus dem Agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Zirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Juni 1913.) 


a) Allgemeines. 


In einer klassischen Arbeit iiber die Keimungsgeschichte 
der Dattelkerne machte der Botaniker Sachs!) (1862) das 
erste Mal darauf aufmerksam, da die pflanzliche Zellmembran 
nicht einheitlicher Natur sei. Er unterschied in den Zellwiénden 
der Dattelkerne bereits eine als Baustoff dienende und eine 
als Reservematerial aufgespeicherte Cellulose. Letztere léste 
sich, wie Sachs beobachtete, beim Keimungsvorgange voll- 
stiindig auf. Wenige Jahre spéter bestitigte der Botaniker 
frank?) die von Sachs gewonnenen Resultate durch mikro- 
skopische Untersuchungen tiber die Keimungsvorgange der 
Samen von Tropaeolum. 

Die chemische Zusammensetzung des als Reservecellu- 
lose bezeichneten Kohlenhydrates blieb lange Zeit unaufgeklart. 
Erst im Jahre 1889 gelang es Reiss,*) aus Palmensamen 
(Thytelephas macrocarpus) ein reservecellulosehaltiges Produkt 
zu isolieren. Die Hydrolyse desselben ergab einen Zucker, der 
bis dahin aus Cellulose noch nie erhalten worden war. Reiss 
nannte dieses neue Kohlenhydrat Seminin und den erhaltenen 
Zucker Seminose. E. Fischer‘) zeigte noch im gleichen Jahre, 
dafi die Seminose identisch ist mit der von ihm kurz vorher 
entdekten Mannose. 


') Sachs, Bot. Zeitung, 1862. 

*) Pringsheims Jahrbiicher, 1866—67, Bd. 5. 

°) Reiss, Landw. Jahrbiicher, 1889, Bd. 18, S. 711. 
‘) EK. Fischer, B., Bd. 22, S. 1155 (1889). 
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Ein Jahr nachdem Reiss seine Untersuchungen verdffent- 
licht hatte, erschien die erste Arbeit von E. Schulze und 
Steiger!) tiber die Reservecellulose. Damit begannen die tiber 
zwei Jahrzehnte sich erstreckenden Untersuchungen von E. 
Schulze und seinen Mitarbeitern tiber die Verbreitung, Be- 
schaffenheit und Bedeutung der Reservecellulosen, sowie der 
andern Bestandteile der pflanzlichen Zellmembranen. 

Wiihrend eine grofe Anzahl von Friichten und Samen 
auf ihren Gehalt an Hemicellulosen untersucht worden?) sind, 
so liegen fast keine diesbeziiglichen Resultate an vegetativen 
Pflanzenorganen vor. Einzig die Internodien von Molinia coerulea 
sind auf den Gehalt an Hemicellulose gepriift. Es war nun vom 
pflanzenphysiologischen Standpunkte aus wiinschbar, weitere 
vegetative Pflanzenteile in dieser Richtung zu untersuchen. Ich 
stellte mir daher die Aufgabe, eine Anzahl Wurzelstécke. 
Rhizome und Knollen verschiedener Pflanzen auf das Vor- 
kommen von Hemicellulosen zu prtifen. Dabei durfte ich ein 
positives Resultat um so eher erwarten, als mir H. C.Schellen- 
berg mitteilte, dafi er bereits in einigen  unterirdischen 
Pflanzenteilen Hemicellulose mikroskopisch nachgewiesen habe. 
Durch die Bezeichnung von Pflanzen, an denen diese Beob- 
achtungen gemacht wurden, ward ich in den Stand gesetazt, 
gleich eine Reihe giinstigen Materials sammeln zu konnen. 
Daneben unterliefi ich es aber nicht, auch andere Objekte in 
den Bereich der Untersuchung zu ziehen, die einen Gehalt an 
Hemicellulose nicht erwarten liefen. Es waren dies die stirke- 
reichen Wurzeln von Heracleum sphondylium, Iris pseudacorus, 
Germanium Robertianum, die 6l- und stérkereiche Wurzel von 
Chochlearea armoracia. 

Das untersuchte Material beschaffte ich mir selbst; zum 
Teil war es dasselbe, das ich im ersten Teil meiner Arbeit 
auf jene Verbindungen untersuchte, die aus den wiisserigen 
Extrakten mit Mercurinitrat ausgefallt wurden. 


') E. Schulze und Steiger, Landw. Versuchsst., 1889, Bd. 36, S. 9. 
7) Am Schlusse befindet sich eine Zusammenstellung aller Pflanzen 
und Pflanzenteile, in denen Hemicellulosen nachgewiesen wurden. 
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b) Untersuchungsmethoden. ') 

Die zerkleinerten Wurzeln wurden zweimal mit Wasser 
von ca. 50° und dann mit verdiinntem Alkohol extrahiert. Der 
getrocknete Riickstand gemahlen und mit der Dreefschen 
Reibe zu Staub zerrieben. Diesen priifte ich mikroskopisch 
auf den Gehalt an Starke. Fand sich letztere vor, was meistens 
der Fall war, so wurde zu deren Entfernung die Substanz 
wahrend 2—3 Stunden mit Wasser auf 90—100° erhitzt und 
nachher bei 60° wihrend 1 Stunde mit Griinmalzdiastase be- 
handelt. Es konnte zwar auf diese Art nie alle Starke entfernt 
werden, wohl aber der gréBte Teil. Da Hemicellulosen, soweit 
bekannt,?) bei der Hydrolyse keinen Traubenzucker liefern, 
so wirkte der zuriickbleibende Rest von Starke nicht storend. 

Zur Entfernung der Proteinstoffe extrahierte ich die 
stiirkefreie Substanz mit 0,25°/oiger Natronlauge. Das derart 
zubereitete Material wurde mit 3°/oiger Schwefelsiure gekocht. 
Um aus der erhaltenen Losung noch vorhandene Proteine zu 
entfernen, reinigte ich nach E. Schulze) mit Phosphorwol- 
framsaéure; dann wurde zum Sirup eingedampft und dieser mit 
Alkohol*) extrahiert. Bei der Isolierung der Zucker hielt ich mich 
ganz an die von E. Schulze und Godet (I. c.) gegebenen Vor- 
schriften. Zur Identifikation der Zucker wurden die von B. 
Tollens in Abderhaldens «Biochemischen Arbeitsmethoden » °) 
beschriebenen Vorschriften benutzt. 


c) Resultate. 

Untersucht wurden 15 verschiedene Pflanzenwurzeln und 
zudem noch die oberirdischen Teile einer Wiistenpflanze aus 
der Sahara: Anabasis aretioides. Als Pentose konnte in allen 
Objekten Arabinose und als Hexose Galaktose identifiziert 


') Nach Schulze und Godet, Diese Zeitschrift, 1909, Bd. 61, S. 279. 

*) Nur die Hemicellulosen in den Internodien von Molinia coerulea 
enthalten sehr wahrscheinlich Glukose nach den Untersusuchungen von 
FE. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 318. 

*) Schulze und Pfenniger, Diese Zeitschrift, Bd. 68, 5. 93. 

‘) Wenn im folgenden von einer alkoholischen Zuckerlésung oder 
einem alkoholischen Sirup die Rede ist, so ist darunter immer der auf 
diese Weise erhaltene alkoholische Extrakt verstanden. 

5) Bd. 2, S. 85. 
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werden.') Die Priifung auf Mannose und Fruktose fiel immer 
negativ aus. In allen Fallen wurden 1—2 kg griiner im Herbst 
gesammelter Wurzeln als Ausgangsmaterial verwendet. 

1. Asparagus officinalis?) (Spargel). Rhizome und 
Wurzeln. Die alkoholischen Extrakte konnten auch nach mehr- 
maligem Reinigen durch Eindunsten und Wiederaufnahme in 
Alkohol nicht zum Krystallisieren gebracht werden. Der erste 
95 °/oige Extrakt zeigte recht deutlich die Phloroglucinreaktion. 
Daraufhin versetzte ich einen Teil dieses Extraktes nach der Vor- 
schrift von Ruff und Ollendorf*) mit Benzylphenylhydrazin. 
Nach ein paar Stunden war eine betrichtliche Fiallung von 
Hydrazon eingetreten; dasselbe schmolz nach 4maligem Um- 
krystallisieren bei 170—171°. Fir Arabinosebenzylphenyl- 
hydrazon ist der Schmelzpunkt 172°. Die Krystallform des vor- 
liegenden Hydrazons war ganz tibereinstimmend mit der Krystall- 
form eines aus reiner Arabinose hergestellten Praparates. Die 
Krystalle gaben mit Phloroglucin und Salzsiure beim Erhitzen 
die fiir Pentosen charakteristische kirschrote Fiirbung; auch die 
Bialsche*) Farbenreaktion wurde erhalten. Es lag demnach Ara- 
binose vor. Die Priifung auf Galaktose fiel negativ aus. Keiner 
der Sirupe lieferte beim Erhitzen mit Salpetersaure Schleimsiure. 

2. Iris speudacorus (Schwertlilie). Rhizom. Der bei 
der Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelséure erhaltene alkoho- 
lische Extrakt lieferte beim Verdunsten tiber Schwefelséure 
Krystalle. Dieselben wurden mechanisch von der Lésung ge- 
trennt, getrocknet, dann in wenig Wasser gelist und durch 
Kochen mit Tierkohle gereinigt. Die farblose, wisserige LOsung 
dampfte ich auf kleines Volumen ein, versetzte dann mit dem 
2fachen Volumen Alkohol und lief im Exsikkator auskrystalli- 


1) Diese finden sich in den Objekten in Form von Pentosanen und 
Galaktanen. 

*) Eine genaue Untersuchung iiber die Bestandteile des Spargels 
wurde von E. Winterstein und P. Huber, Zeitschrift f. Nahrungs- und 
Genufmmittel, ausgefiihrt: 1904, Heft 12, S. 721 u. 1905, Heft 7,5. 411. Ver- 
gleiche auch Tollens, Journal fiir Landwirtschaft, 1910, S. 101. 

5) Ruff und Ollendorf, B., Bd. 32, S. 3235. 

*) Die Reaktion befindet sich in Abderhaldens «Biochemische 


Arbeitsmethoden», Bd. 2, S. 97 beschrieben. 
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sieren. Die Krystalle wurden im Polarisationsrohr untersucht; 
dabei ergab sich folgendes Resultat: 

Eine wasserige Losung, die in 10 ccm 0,9168 g Substanz 
enthielt. drehte bei 19° C. im 200 mm-Rohr 41,3 S.V. nach 
rechts; demnach ist [a|” = 82,7°. 

Da fiir reine Galaktose [a]” = 81,5°, so ist der vorliegende 
Zucker als Galaktose zu bezeichnen. Dies wurde auch bestatigt 
durch Bildung von Schleimsaure beim Kochen der Krystalle mit 
(1,15 spez. Gew.) Salpeterséiure. Die erhaltene Schleimséure 
schmolz bei 215°. 

Die von den Galaktosekrystallen abgegossene Mutterlauge 
versetzte ich mit Benzylphenylhydrazin. Es wurde eine Fallung 
erhalten. Der Schmelzpunkt derselben war nach mehrmaliger 
Umkrystallisation bei 171—172°. Es lag hier also Arabinose- 
benzylphenylhydrazon vor; dies wurde auch bewiesen durch 
die Krystallform und die Phloroglucinreaktion. 

Ks lieferten die Hemicellulosen demnach bei der Hydro- 
lyse Galaktose und Arabinose. 

3. Allium porrum (Lauch). Aus der ersten alkoholischen 
Zuckerlésung schieden sich ein paar Krystalle aus, die sehr schon 
die Phloroglucinreaktion zeigten. Als nach langerem Stehen 
sich die Krystallisation nicht vermehrte, versetzte ich den etwas 
verdiinnteren Extrakt mit Benzylphenylhydrazin. Die erhaltene 
krystallinische Fallung war nach Schmelzpunkt und Krystall- 
form als Arabinosebenzylphenylhydrazon zu bezeichnen. Es 
schmolzen die Krystalle nach 3maligem Umkrystallisieren bei 
171°, ferner ergaben sie mit Phloroglucin und Salzséure beim 
Erhitzen die kirschrote Farbung; ebenso auch die Bialsche 
Griinfiirbung. 

Ferner lieferte der Zuckersirup nach dem Kochen mit 
(1,15 spez. Gew.) Salpetersiiure eine ziemlich grofe Menge 
Schleimsiéure; dieselbe schmolz bei 215—216°. Daraus ist zu 
schlieBen, daB in der Zuckerlésung neben Arabinose auch Galak- 
tose vorlag. 

4. Rumex acetosa (Ampfer). Wurzelstécke. Die Ex- 
trakte lieferten auch nach langem Stehen keine Krystalle. Da- 
gegen konnte ich aus der verdiinnten alkoholischen Lésung mit 
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Benzylphenylhydrazin eine Fallung erhalten. Der Schmelzpunkt 
dieser Fallung lag nach mehrmaliger Umkrystallisation bei 171°: 
ferner zeigten die Krystalle die Phloroglucinreaktion. Es lag 
also Arabinosebenzylphenylhydrazon vor. 

Beim Kochen des Sirups mit Salpeterséure wurde Schleim- 
siure erhalten; dieselbe schmolz nach der Reinigung durch Auf- 
lésen in Natronlauge und Ausscheidenlassen aus der mit Salpeter- 
sdiure neutralisierten LOsung bei 215°. Es lag also Galaktose vor. 

5. Rheum officinale (Rhabarber). Wurzelstécke. Die 
Priifung des Zuckersirups auf Galaktose lieferte ein positives 
Resultat; die beim Kochen des Sirups mit Salpetersiiure er- 
haltene Schleimsaure hatte einen Schmelzpunkt von 215—216°. 
Ferner konnte aus dem alkoholischen 95°/oigen Extrakt eine 
Fallung von Arabinosebenzylphenylhydrazon erhalten werden; 
die Verbindung schmolz nach der Reinigung bei 170 —171°; ferner 
zeigte sie die Phloroglucinreaktion und die Bialsche Griinfiirbung. 

Die Hemicellulosen lieferten also bei der Hydrolyse Ga- 
laktose und Arabinose. 

6. Paeonia officinalis (Pfingstrose). Rhizome und 
Wurzeln. Die alkoholischen Lésungen konnten nicht zur Kry- 
stallisation gebracht werden. Der 95°/oige alkoholische Extrakt 
gab nach Zusatz von Benzylphenylhydrazin eine Ausscheidung, 
die sich als das Benzylphenylhydrazon der Arabinose erwies. 
Sie stimmte im Aussehen mit einem aus reiner Arabinose dar- 
gestellten Hydrazon tiberein und schmolz nach wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Alkohol bei 171°, wahrend fir jenes Pri- 
parat ein Schmelzpunkt von 172° gefunden wurde. 

Die Prifung des Zuckersirups auf das Vorhandensein 
von Galaktose gab ein positives Resultat, indem beim Kochen 
des Sirups mit Salpetersiure Schleimsiure entstand. Letztere 
schmolz bei 216°. 

Die Hemicelluiosen von Paeonia officinalis lieferten bei 
der Hydrolyse demnach Galaktose und Arabinose. 

7. Cochlearia armoracia (Meerrettich). Wurzel- 
stocke. Aus dem Alkoholextrakt, welcher die am leichtesten 
léslichen Teile des Zuckersirups enthielt, krystallisierte sehr 
bald ein Zucker aus. Derselbe wurde noch einmal umkrystalli- 
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siert aus verdiinntem Alkohol und dann im Polarisationsrohre 
untersucht, wobei folgendes Resultat erhalten wurde: 

Eine wasserige LOsung, die in 10 cem 0,2305 g Substanz 
enthielt, drehte bei 17° C. im 200 mm-Rohr 13,75° S.V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = 102,9°. 

Fiir reine Arabinose ist bekanntlich [a]” = -+- 104—105°. 
Es waren demnach obige Zuckerkrystalle Arabinose. Das daraus 
dargestellte Benzylphenylhydrazon schmolz bei 172°. 

Die von den Arabinosekrystallen getrennte Mutterlauge 
gab beim Erhitzen mit Salpetersiiure vom spezifischen Gewicht 
1,15 Schleimsiure (Schmelzpunkt 212°). Daraus ist zu schliefen, 
dafi neben Arabinose im Zuckersirup auch Galaktose vor- 
handen war. 

8. Alchimilla vulgaris (Frauenmantel). Wurzelstock. 
Kine Krystallisation wurde aus den alkoholischen Losungen nicht 
erhalten. Dagegen ergab der Extrakt auf Zusatz von Benzyl- 
phenylhydrazin eine Ausscheidung. Dieselbe schmolz nach mehr- 
maligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 171—172°; es lag 
also das Hydrazon von Arabinose vor; was auch bewiesen 
wurde durch die Phloroglucinreaktion. 

Beim Kochen des Sirups mit Salpeterséure wurde ziem- 
lich viel Schleimséure gebildet, sie schmolz bei 215°. Es war 
also in der Zuckerl6sung auch Galaktose vorhanden. 

9. Medicago sativa (Luzerne). Wurzeln. Aus dem 
95°/oigen alkoholischen Extrakt krystallisierte ein Zucker. Die 
Krystalle geben mit Phloroglucin und Salzséure beim Erhitzen 
eine kirschrote Farbung; es liegt also eine Pentose vor. Nach- 
dem dieselbe aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert worden, 
untersuchte ich sie im Polarisationsrohr und erhielt dabei fol- 
gendes Resultat: 

Eine wiasserige Lésung, die in 10 ccm 0,5634 g Substanz 
enthielt, drehte bei 17,5° im 200 mm-Rohr 33,6° S.V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = 102,9°. 

Fiir reine Arabinose ist [a]» = 104—105°. Es liegt also 
Arabinose vor. Dies wurde auch bestatigt durch Herstellung 
des Arabinosebenzylphenylhydrazons; es schmolz dasselbe 
bei 172°. 
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Eine Untersuchung des Zuckersirups auf Galaktose ergab 
deren Vorhandensein, indem beim Kochen des Sirups mit Sal- 
petersdure Schleimsiure erhalten wurde. (Schmelzpunkt 215°.) 

Die Zuckerldsung enthalt also Arabinose und Galaktose. 

10. Daucus carota (MOdhre). Wurzeln. Eine Krystal- 
lisation wurde nicht erhalten. Der alkoholische Extrakt, der 
die am leichtesten ldslichen Teile des Zuckersirups enthielt, 
in gewohnter Weise auf Pentosen gepriift, ergab ein Benzyl- 
phenylhydrazon; dasselbe zeigte die Phloroglucinreaktion und 
schmolz nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 
170°. Es lag also das Hydrazon der Arabinose vor. 

Der weniger leicht lésliche Teil des Sirups wurde mit 
Salpeterséure gekocht, dabei wurde Schleimsiéure erhalten. 
(Schmelzpunkt 215°.) Es war also im Zuckersirup neben Ara- 
binose auch Galaktose vorhanden. 

11. Heracleum sphondylium (Barenklaue). Wurzel- 
stock. Aus dem 95°/oigen Alkoholextrakt wurden einige Kry- 
stalle erhalten. Dieselben zeigen sehr schén die Phloroglucin- 
und die Bialsche Reaktion. Es lag also eine Pentose vor. 
Da sich die Krystallisation nicht mehr vermehrte, so versetzte 
ich die alkoholische Lésung mit Benzylphenylhydrazin; das 
ausgeschiedene Hydrazon schmolz nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Alkohol bei 170°. Das deutet auf das Vor- 
handensein von Arabinosebenzylphenylhydrazon hin. Fiir die 
Anwesenheit dieses Kérpers sprach auch die Krystallform des 
Hydrazons. 

Beim Erwirmen eines Teiles des Zuckersirups mit Sal- 
petersiure wurde sehr viel Schleimsiiure erhalten. (Schmelz- 
punkt 216°.) Es ist also in der Zuckerlésung auch Galaktose 
neben Arabinose vorhanden. 

12. Lysimachia punctata (Gelbweiderich). Der alko- 
holische Extrakt, welcher die in Alkohol am leichtesten lés- 
lichen Teile des Zuckersirups enthielt, lieferte ein paar Krystalle. 
Dieselben zeigten ganz charakteristisch die Phloroglucinreaktion ; 
es lag also eine Pentose vor. Da keine weitern Krystalle mehr 
ausgeschieden wurden, so versetzte ich die alkoholische Losung 
mit Benzylphenylhydrazin. Der entstandene Niederschlag zeigte 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. , 25 
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die fiir Arabinosebenzylphenylhydrazon charakteristischen Kry- 
stalle; sie schmolzen nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol bei 171°; ferner gaben sie auch die Phloroglucin- 
reaktion. Es ist demnach der hier vorliegende Zucker Arabinose. 

Beim Kochen des Zuckersirups mit Salpetersdiure wurde 
Schleimséure erhalten; sie zeigte einen Schmelzpunkt von 215°. 
Der Zuckersirup schlof demnach auch Galaktose in sich. 

13. Taraxacum officinale (LOwenzahn). Wurzeln. 
Die alkoholischen Sirupe lieferten keine Krystalle. Dagegen 
schied sich aus dem 95°/oigen alkoholischen Extrakt beim Ver- 
setzen mit Benzylphenylhydrazin ein Hydrazon aus. Dasselbe 
schmolz nach mehrmaligem Umkrystallisieren nicht hoher als 
167—169°. Daraufhin spaltete ich das Hydrazon mit Form- 
aldehyd nach der Vorschrift von Ruff und Ollendorf.!) Ich 
erhielt eine kleine Menge Zuckerkrystalle; dieselben gaben sehr 
schén die Phloroglucinreaktion. Nachdem ich sie aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert hatte, stellte ich aus ihnen 
wieder das Benzylphenylhydrazon dar; dasselbe schmolz jetzt 
bei 171—172°. Es lag also Arabinose vor. 

Der Zuckersirup ergab beim Kochen mit Salpetersaure 
Schleimsiure, die bei 213° schmolz. Es war also auch Galak- 
tose vorhanden. 

14. Mirabilis lalapa (Wunderblume). Wurzeln. Der 
Zuckersirup auf Galaktose gepriift ergab ein positives Resul- 
tat; die beim Kochen des Sirups mit Salpetersaure erhaltene 
Schleimsiure schmolz bei 212°. 

Die alkoholischen Zuckerlésungen lieferten keine Krystal- 
lisation. Daraufhin versetzte ich den ersten Extrakt mit Ben- 
zylphenylhydrazin; es trat nach ein paar Stunden eine Aus- 
scheidung ein. Dieselbe schmolz nach dreimaligem Umkrystal- 
lisieren bei 171°. Es lag also Arabinose vor. Dies wurde 
auch noch bewiesen durch die Krystallform und durch die 
Phloroglucinreaktion. 

15. Anabasis aretioides. Von dieser Wiistenpolster- 
pflanze, welche mir Herr Professor C. Schroéter giitigst zur 


') B., Bd. 32, 32385. 
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Verfiigung stellte, wurden die oberirdischen Pflanzenteile auf 
Hemicellulose untersucht. 

Der alkoholische Extrakt, welcher die am _ leichtesten 
léslichen Teile des Zuckersirups enthielt, lieferte ziemlich viel 
Krystalle. Dieselben wurden von der Mutterlauge entfernt und 
einmal aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Dann unter- 
suchte ich die Krystalle im Polarisationsrohr mit folgendem 
Resultat : 

Eine wasserige Losung, die in 10 ccm 1,0048 g Substanz 
enthielt, drehte bei 17° C. im 200 mm-Rohr 60° S.V. nach 
rechts; demnach ist [a]? = 104,1°. 

Fir Arabinose ist [a]? = 104--105°; es lag also diese 
vor. Das dargestellte Arabinosebenzylphenylhydrazon schmolz 
bei 171—172°. 

Der mit Salpetersiure gekochte Zuckersirup lieferte 
Schleimsaure. Dieselbe schmolz bei 215°. Ks war also in der 
Zuckerlésung neben Arabinose auch Galaktose vorhanden. 


d) Besprechung der Resultate. 


Wie die Versuchsergebnisse zeigen, enthalten alle unter- 
suchten Objekte Hemicellulosen. Diese lieferten bei der Hydro- 
lyse in jedem Falle Galaktose und Arabinose mit Ausnahme 
von Asparagus officinalis, wo keine Galaktose nachgewiesen 
werden konnte. Der Gehalt an diesen Zuckern war, nach der 
Menge der erhaltenen Sirupe zu schlieBen, iiberall ungefihr 
gleich grof. Vor allem war gar kein Unterschied zu kon- 
statieren zwischen den Wurzeln, welche keine oder wenig 
Starke, und denen, welche sehr viel Starke enthalten. Im 
Gegenteil, Cochlearia armoracea war sehr reich an Starke 
und trotzdem konnte ich aus den Hemicellulosen derselben 
relativ am meisten Arabinose isolieren. Ebenso enthielten die 
sehr starkereichen Wurzeln von Heracleum sphondylium be- 
traéchtliche Mengen von Galaktose, was aus der reichlichen 
Quantitaét Schleimséure zu schlieBen war. 

Die Frage, ob die Hemicellulosen in den Pflanzenwurzeln 
als Baustoff oder ausschlieflich als Reservestoff dienen, kann 


selbstverstindlich auf Grund meiner Untersuchungen nicht ent- 
20* 
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| 
schieden werden. Um diese Frage zu beantworten, miissen | 
erst einige Wurzelstécke in verschiedenen Wachstumsstadien | 
systematisch auf den Gehalt an Hemicellulose untersucht werden. 
Ebenso miifiten bei der direkten mikroskopischen Untersuchung 
die Lésungsbilder in den betreffenden Membranen aufgesucht 
werden. Es ist wohl zu erwarten, daf die Hemicellulosen in den 
vegetativen Speicherorganen ebenso die Holle eines Reservestoffes 
spielen, wie sie in den Samen den gleichen Zwecken dienen. 


d) Zusammenstellung der Pflanzen und Pflanzenteile, in denen 
Hemicellulosen nachgewiesen wurden. 





























Familie Pflanze Untersucht | Resultat | | 
| | | 
Pinaceae Pinus cembra | Samenschalen’ | Galaktose ') 
Gramina Zea Mays Samen und Frucht-| Galaktose und Xylose *) | 
| | schale | | 
| Triticum sativum | desgl. | Arabinose >» > | 
Secale cereale | > | > > : 
Hordeum sativum (Endosperm d. Samen| > > 
Oryza sativa | Korn | | » » 5) 
Saccharum officinarum) Stengel und Blatt | Galaktose  » > \ 
» > | Rohr | Arabinose » Ye ee 
Phyllostachis nigra | Pflanze | Xylose °) 
| Molinia coerulea | Internodien Glukose, Fruktose, Xylose® 
Palmaceae | Phoenix dactylifera | | Palmkuchen | Galaktose und Mannose *' 
Elaeis guinensis | . | > > » = 
Cocos nucifera | » | > . 
Phytelephas macro- | Samen | Mannose '°) 
carpus | 
Chamerops humilis | , | » * 
Lodoicea Seychellarum: ° | . * 
| Metroxylon Rumphii | > 'Galaktose und Mannose *’ 
Areca Catechu | | > > 
Oenocarpus Bacaba | , | » > 
_Astrocaryum vulgare | > | > » 
Liliaceae | Allium cepa | ° | Mannose *”) 
Allium porrum | Wurzel Galaktose und Arabinose* 
Asparagus officinalis Same | Mannose *°) 
| : : Wurzel und Rhizom Arabinose *) 
Ruscus aculeatus | Same | Mannose und Arabinose: 


*) Von mir untersuchte Objekte. 
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Fortsetzung. 
Familie Pflanze Untersucht Resultat 
, | 
Iridaceae Iris pseudacorus | Same Mannose !°) 


‘Wurzel und Rhizom Galaktose und Arabinose *) 


| 











luglandaceae luglans regia Fruchtschalen , >» Xylose '') 
Betulaceae Corylus avellana > > >» 1) 
| 7 ' Samen Galaktose '') 
Polygonaceae | Rumex acetosa_ | Wurzeln | Galaktose, Arabinose *) 
Rheum officinale > , . ") 
Chenopodiaceae | Anabasis aretioides |Oberirdische Pflanze Gialaktose und Arabinose *) 
| 
Ranunculaceae | Paeonia officinalis Wurzelstock | Galaktose, Arabinose *) 
| | Samen Galaktose, eine Pentose ‘*) 
Cruciferae | Cochlearia armoratia Wurzelstock Galaktose, Arabinose *) 
Rosaceae Pruno amygdalus Samen | » > ‘%) 
| Alchemilla vulgaris Wurzeln ; > *) 
Leguminosae | Lupinus luteus Samen > > as 
| > Samenschalen , , sas 
| > albus > ’ ') 
Lupinus angustifolius Samen > > ” 
| > > Samenschale > > t) 
| Lupinus hirsutus Samen , , i“ 
| Soja hispida | > > > 7 
| Faba vulgaris » , > "7 
| Pisum sativum , » ” 
| Vicia sativa 2 | > ? ” 
| Phaseolus vulgaris > , > 7 
| > > Fruchthiilse ? : ai 
| Medicago sativa Pflanze : : 1") 
| > > | Wurzel » > *) 
Euphorbiaceae | Ricinus communis | Samen > > - 
Tropaeolaceae | Tropaeolum majus | > . Xylose ? **) 
Balsaminaceae | Impatiens balsamina | > Galaktose '*) 
Sesameae Sesamum Indicum | Sesamkuchen Arabinose ‘") 
| 
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Fortsetzung. 
| eer eanaraanaD ae —————————— 
Familie | Pflanze | Untersucht | Resultat : 
j peed i % 
Umbellifereae Heracleumspondyllium') Wurzelstock Galaktose, Arabinose*) 
_Foeniculum officinale | Samen Mannose '°) 
Daucus carota | Wurzeln Galaktose, Arabinose *; 
Primulaceae | Lysimachia punctata Wurzeln u. Rhizome! > » 
Loganiaceae Strychnos nux vomica' Samen Mannose *°) 
Rubiaceae | Coffea arabica > Manose, Galaktose 9) 
Cucurbitaceae | Cucurbita pepo > Galaktose ‘') 
Helianthus annuus | Samenschale Galaktose, Xylose*) 
. an ~. | : 
Compositae Taraxacum offic. | Wurzelstock Galaktose, Arabinose *) 
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Uber die Beeinflussung des Stickstoff-Stoffwechsels durch 
Fiitterung von Natriumnitrat. 


Von 


E. Grafe und H. Wintz. 


(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, Juni 1913.) 


Die Feststellung der merkwiirdigen Tatsache,!) dab sich 
durch Verfiitterung von Ammoniaksalzen zu einer abundanten, 
aber nahezu eiweififreien Kost sehr erhebliche Stickstoffreten- 
tionen erzielen lassen und damit eine Eiweifersparnis wahr- 
scheinlich gemacht worden war, wie sie in dem Mabe kaum 
beim Leim friiher gefunden wurde, brachte eine Menge neuer 
Fragestellungen mit sich. 

Vor allem galt es, den Mechanismus dieser merkwirdig 
giinstigen Beeinflussung der Stickstoffbilanz aufzukléren. Dies 
mubte auf den verschiedensten Wegen versucht werden. 

Zunichst erhob sich die Frage, welcher Art eine Stickstoff- 
verbindung sein mu, um die Eiweifersparnis hervorzurufen. 

Nur fiir NH,-Verbindungen war der Nachweis bisher er- 
bracht worden. 

Wie steht es in der Richtung mit den NO- und CN- 
Verbindungen ? 

Der Priifung derartiger Substanzen standen von vorn- 
herein dadurch grobe Schwierigkeiten im Wege, dab diese 
Verbindungen in grofen Dosen eine ausgesprochene Giftwirkung 
entfalten, eine weit gréBere wie bei den friiher untersuchten 
Stoffen (Ammoniak und Harnstoff). 

Es lag nahe, als ersten Stoff fiir die Priifung den Salpeter 
zu nehmen, da dieses Salz im Pflanzenreich eine sehr ahnliche 
Rolle wie das Ammoniak spielt. 


') E. Grafe und V. Schlapfer, Diese Zeitschrift, Bd. 77,5. 1. — 
E. Abderhalden, ebenda, Bd. 78, S. 1, 1912. — E. Grafe, ebenda, 
Bd. 78, S. 485. — Weitere Arbeiten von Abderhalden und Grafe, sowie 
deren Mitarbeitern iiber die gleiche Frage in Bd. 78—84 dieser Zeitschrift. 
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Auch das Studium der bisher vorliegenden Beobachtungen 
iiber das Schicksal der Nitrate im tierischen Organismus schien 
die Méglichkeit, daf sich unter bestimmten Bedingungen auch 
mit Nitraten Stickstoffretentionen erzielen lassen, an die Hand 
zu geben. Schénbein') hatte zuerst 1864 das Vorhandensein 
von Salpeter und salpetrigsauren Salzen im Harne nachgewiesen 
und auf das Vorhandensein dieser Stoffe in einem grofen Teil 
der gewohnlichen Nahrungsmittel zuriickgefiihrt. Er beobachtete 
auch bereits die Reduktion von Nitraten zu Nitriten in tierischen 
Fliissigkeiten, z. B. durch Zusatz von Blutkérperchen. ?) 

Barth *)stellte auf Grund seiner Versuche zuerst die Behaup- 
tung auf, dafi das Nitrat im Organismus ganz allgemein und wahr- 
scheinlich schon im Magendarmkanal in Nitrit tibergeftihrt wird. 

Die ersten exakten Stoffwechselversuche mit Nitraten 
stammen von R6hmann,*) der vor allem mit Hilfe der 
Schulzeschen Methode (Uberfiihrung der Nitrate in NO mit 
konz. Salzsiiure und Eisenchlortir und volumetrische Bestimmung 
iiber Kalilauge) das Schicksal von per os und subcutan ein- 
verleibtem Salpeter studierte. 

Dabei wurde die merkwiirdige Tatsache festgestellt, dah 
stets nur ein Teil (im Durchschnitt ca. 40°/o) des aufgenom- 
menen Salpeters im Harn wiedergefunden wurde, und es zeigte 
sich, dal} selbst bei Einfiihrung der sehr kleinen Mengen Sal- 
peter (maximal 0,539 g N,O.) die Ausscheidung iiber mehrere 
Tage sich erstreckte. Das Gleiche galt nicht nur fiir das 
Kaninchen, sondern auch fiir den Hund. 

Ein ganz analoges Verhalten wie fiir den Salpeter wurde 
auch fiir Nitrite festgestellt. Die Angaben von Barth und 
Réhmann wurden von Neuffer®5) und Binz und Gerlinger®) 


‘) Journ. f. prakt. Chem., Bd. 92, S. 156, 1864. 

*) Zeitschr. f. Biol., Bd. 3, S. 334. 

5) Toxikologische Untersuchungen tiber Chilisalpeter. Dissertation, 
Bonn 1879. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 5, S. 94 und S. 232, 1881. 

’) Uber das Verschwinden von Salpetersiure im Stoffwechsel. 
Dissert., Wurzburg 1898. 

*) Die Reduktion des Natriumnitrats im Tierkérper. Arch. internat. 
de Pharmacodyn. et de Thérap., Bd. 2, 1901. 
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mit einer etwas andersartigen Methodik in vollem Umfange 
bestatigte. Neuffer konnte auch zeigen, dafi das Verschwinden 
von Salpeter und salpetrigsauren Salzen nicht etwa durch Tiitig- 
keit von Darmbakterien bedingt ist, da auch das intraveniés 
einverleibte und nicht durch den Darm ausgeschiedene Nitrat 
und Nitrit nur zum Teil im Harn wiedererscheint. Versuche 
mit Organsubstanzextrakten von Gescheidlen,') Neuffer, 
Stepanow,”) Abelous und Gérard,*) sowie Vogelsohn *) 
zeigten schlieBlich, dafi vor allem die lebende Leber, ferner in 
geringerem Mafe Blut und Muskeln den zugesetzten Salpeter 
zersetzten, die Organextrakte erwiesen sich dabei weit weniger 
wirksam als die lebenden Organe. Die Einwirkung von Organ- 
extrakten auf Nitrate und Nitrite wurde spiiter vor allem von 
Vogelsohn (unter Heffter) eingehend studiert, und auch hier 
zeigte sich wieder, daf ein Teil der Nitrate zu Nitriten redu- 
ziert war, und daf auch von den letzteren ein grober Teil 
dem Nachweis sich entzogen hatte, d.h. also von der Zelle 
weiter verarbeitet worden war. Schlieblich zeigte Mazé,°) 
dai auch in der lebenden Zelle salpetrige Saure gebildet 
werden kann. 

Nach diesen tibereinstimmenden Angaben der verschie- 
densten Autoren kann also kein Zweifel dariiber bestehen, daf 
der Organismus die Fihigkeit hat, Nitrate zu Nitriten zu redu- 
zieren. Dementsprechend wird von den verschiedensten Seiten, 
so z. B. vor allem von Wind§®) die Salpetervergiftung direkt 
als eine Nitritvergiftung aufgefabt, eine Anschauung, die durch 
den direkten Nachweis der Nitrite im Blut in den Vergiftungs- 
fallen eine Stiitze erhalten hat. 

Es fragt sich nun, ob die reduzierende Kraft des Organis- 
mus noch weiter geht. Die vorher schon zum Teil erwiihnten 





') Pfliigers Arch., Bd. 8, S. 506. 

*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd. 47, S. 411 (1902). 

8) Compt. rend., Bd. 129, S. 56—58, S. 164 —166. 

‘) Uber die Einwirkung von Organextrakten auf Nitrate u. Nitrite. 
Dissertation, Bern 1907. 

5) Compt. rend., Bd. 152, S. 1624 u. Bd. 153, S. 373. 

*) Deutsch. Mediz. Wochenschr., Nr. 37, S. 843, 1911. 
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Beobachtungen von Réhmann, Griter,') Spiegel?,) Neuffer, 
Vogelsohn und andern sprechen auferordentlich stark fiir 
diese Annahme, und schon R6hmann hat die Vermutung aus- 
gesprochen, dal das in seinen Versuchen nicht wiedergefundene 
Nitrit weiter reduziert worden ist, entweder zu Ammoniak oder 
durch Vermittlung von salpetrigsaurem Ammoniak zu_gas- 
fOrmigem Stickstoff. Der letztere ProzeB diirfte allerdings nach 
allem, was wir inzwischen iiber die Beteiligung des gasformigen 
Stickstoffs erfahren haben (vgl. vor allem durch Krogh und 
()ppenheimer), etwas unwahrscheinlich sein. Weitere Um- 
wandlungsmoglichkeiten sollen spater noch besprochen werden. 
Fir die Annahme, daf die Nitrite zu Ammoniak weiter oxy- 
diert werden, sprechen auch die pharmakologischen und patho- 
logischen Erfahrungen bei akuter Alkalinitritvergiftung beim 
Warmbliiter. Wie vor allem Harnack®#) gezeigt hat, laBt sich 
in solechen Fillen Nitrit nur selten in Spuren im Harn _ nach- 
weisen, und die Organe bieten die gleichen Verdnderungen. 
wie sie bei schwerer interner Ammoniakvergiftung beobachtet 
werden (diffuse hamorrhagische Gastritis, rapide Leberver- 
fettung). 

Harnack neigt daher der Annahme zu, daf die Nitrit- 
vergiftung zum groBen Teil eine Ammoniakvergiftung ist. 

Allerdings handelt es sich zunachst bei der Annahme 
einer Reduktion von Nitraten zu Ammoniak im Warmbliiter- 
organismus nur um eine gut gestiitzte Hypothese, da der sichere 
Nachweis gréferer Mengen von Ammoniak, bezw. von Zwischen- 
stufen zwischen Nitriten und Ammoniak bisher unseres Wissens 
noch nicht einwandfrei geliefert worden ist. Aber immerhin ist 
nach den vorliegenden Beobachtungen die Wahrscheinlichkeit, 
daf auch bei Fiitterung von Salpeter intermediér Ammoniak oder 
Aminoverbindungen auftreten kénnen, sehr grof, und demnach 
mufte auch mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB auch 


1!) Uber das Schicksal der salpetersauren Salze im Tierkérper. 
Dissertation, Wiirzburg 1895. 
2) Uber die Ausscheidung der Salpetersdure. Dissertation, Wiirz- 


burg 1894. 
‘) Arch. internation. de pharmacodyn., Bd. 12, S. 185, 1903. 
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durch Fiitterung von Nitrat auf dem Umwege iiber das Am- 
moniak Stickstoffretentionen sich erzielen lassen. Dabei war 
es natiirlich von vornherein kaum zu erwarten, daf die Stick- 
stoffretentionen sehr erheblich sein wiirden, da nach dem oben 
Ausgefiihrten die Nitrate, wenn iiberhaupt, so nur auf dem 
Wege tiber die duferst giftigen Nitrite in Ammoniak umge- 
wandelt werden konnten. 

Stoffwechselversuche in der gleichen Anordnung, wie der 
eine von uns?!) (G.) sie zum Nachweis der Stickstoffretentionen 
mit Ammoniaksalzen benutzt hatte, muften zeigen, ob und in 
welchem Umfange eine Stickstoffretention mit Nitraten eintrat 
und ob und wie der Eiweifbumsatz durch Salpeter beeinfluBbt 
wird. Die ersten derartigen Versuche wurden bereits im 
Februar 1912 an Hunden angestellt, und Grafe erwihnte 
schon in seinem Vortrag auf dem XXIX. Kongre® fiir Innere 
Medizin (April 1912),?) daB auch mit Nitraten tatsachlich Stick- 
stoffretentionen erhalten werden kénnen. 

Da weitere Hundeversuche in mehrfacher Richtung auf 
Schwierigkeiten stieBen, vor allem hinsichtlich der Einverlei- 
bung gréferer Mengen von Salpeter, wurden die weiteren Ver- 
suche mit anderer Analysentechnik bei Schweinen angestellt, 
die auch fiir diese Zwecke sich als auberordentlich brauchbar 
erwiesen. 

Als die Versuche gerade abgeschlossen waren, erschien 
eine Arbeit von Abderhalden und Hirsch,*) die sich gleich- 
falls mit dem Studium der Wirkung des Salpeters (Natrium- 
nitrats) auf den Stickstoffwechsel befaften. Es sollen diese 
Versuche nachher in Zusammenhang mit unseren eigenen 
Resultaten besprochen werden. 

Die Anlage unserer Stoffwechselversuche war im Prinzip 
genau die gleiche, wie sie mehrfach bei den Arbeiten des 
einen von uns tiber Stickstoffretentionen mit Ammoniaksalzen 
und Harnstoff auseinandergesetzt worden ist. Betont sei nur, 
daf der Salpeter (Natriumnitrat puriss. pro analysi Merck) 


1) Vgl. die friiheren Arbeiten in Bd. 77—84 dieser Zeitschrift. 
*) Verhandlungen, S. 513. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 189 u. ff., 1913. 
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stets in LOsung der Nahrung zugesetzt wurde, und dai zumal 
bei Verfiitterung groBer Mengen des leicht giftig wirkenden 
Salzes darauf geachtet wurde, dafi die Nahrung in mehrfachen 
kleinen Portionen verteilt tiber 16 Stunden gegeben wurde. Die 
Methodik der Analyse des Salpeters war in den Versuchen beim 
Hunde eine andere, wie beim Schweine. 

Gestiitzt auf die zahlreichen giinstigen Erfahrungen, welche 
frihere Autoren, wie z. B. ROhmann, mit der Schultzeschen- 
Tiemannschen Methode der quantitativen Nitratbestimmung 
als Stickoxyd gemacht hatten, verwandten wir bei den Ver- 
suchen am Hunde diese Methode. Das Prinzip der Methode 
besteht in folgendem: 

Der Urin wird in ein kleines Rundkélbchen gebracht, das 
nach der einen Seite durch ein Glasrohr zu einem unter Natron- 
lauge aufgestellten und mit Natronlauge gefillten Endiometer 
(Nitrometer) endet, nach der andern Seite durch ein langeres 
Glasrohr mit der AuBenwelt kommuniziert. Beide Glasrohre 
sind durch ein eingeschaltetes Gummizwischenstiick mit Quetsch- 
héhnen abschlieBbar. Zu Beginn der Bestimmung wird durch 
Kochen der zur Analyse bestimmten Fliissigkeit alle Luft aus 
dem Apparat durch Wasserdampf ausgetrieben und dann durch 
Abkiihlung von dem frei miindenden Rohr Eisenchloriir und 
konz. Salzsiure in den Kolben eingesogen und von neuem 
erhitzt. Hierbei wird alles N,O, quantitativ in NO iibergefihrt 
und dies Gas entweicht in den Eudiometer, wo es nach den 
iiblichen Methoden der Gasanalyse unter genauer Kontrolle 
von Temperatur und Druck gemessen wird, 1 ccm NO ent- 
spricht 0,002414 g Salpetersiureanhydrid. Beziiglich aller Kinzel- 
heiten der Methodik und Apparatur sei auf die genaue Be- 
schreibung der Methode in Tiemann-Gartners Handbuch 
der Untersuchung und Beurteilung der Wasser') verwiesen. 
Die dort gegebenen Vorschriften wurden genau befolgt. 

Bestimmungen in reinen Salpeterlésungen und im Harn, 
dem eine bestimmte Menge Salpeter zugesetzt war, lieferten 
die gleichen guten Resultate, wie sie auch von den friheren 


') IV. Aufl., S. 154 u. ff. Braunschweig 1895. 
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Untersuchern gefunden sind, so daf nicht noch neue Zahlen- 
belege fiir die Leistungsfihigkeit der Methode gegeben zu 
werden brauchen. 

Die zur Analyse verwandte Fliissigkeitsmenge (Teile von 
Urin + Spiilwasser eines Tages) richtete sich je nach der Grobe der 
verfiitterten Nitratmenge und wechselte zwischen 10 und 100 cem. 

Auber dem Nitrat-N wurde im Urin stets auch der Kjel- 
dahl-N nach der Kjeldahlschen Methode bestimmt. Obwohl 
ganz allgemein angenommen wird, dafi bei der Veraschung 
nach Kjeldah! niemals kleine Mengen von Nitraten reduziert 
werden, verfuhren wir doch, um ganz sicher zu gehen, entweder 
so, dah wir die zur Nitratbestimmung benutzte Menge von Urin 
und Spiilwasser weiter zur Kjeldahl veraschung benutzten, oder 
vor beginn der Veraschung nach Kjeldah! im Kolben mit 
Eisenchlortr und konzentrierter Salzsiure die Nitrate in NO 
liberfiihrten und so aus der Fliissigkeit quantitativ entfernten. 
In der skizzierten Weise verfuhren wir bei den Hundeversuchen. 

In den Versuchsreihen bei Schweinen entschlossen wir 
uns dazu, das zwar viel zeitraubendere, aber an Exaktheit 
der Resultate uniibertroffene Verfahren der Bestimmung des 
Gesamtstickstoffs nach Dumas anzuwenden. 

Die Griinde waren folgende: Einmal gestattet das Ver- 
fahren von Schulze-Tiemann nur eine quantitative Bestim- 
mung der Nitrate, nicht aber der Nitrite gleichzeitig. Wenn auch 
vermutlich die Menge von Nitrit eine sehr geringe war (die Nitrit- 
proben im Harn fielen meist nur schwach positiv aus), so blieb 
doch eine gewisse Unsicherheit bestehen. Vor allem aber kam 
es uns darauf an, durch eine Bestimmung des Gesamtstickstoffs 
auch alle etwa vorhandenen Abbauprodukte, bezw. Umwand- 
lungsstufen der eingefiihrten Nitrate im Urin bei ihrer Aus- 
scheidung zu fassen. 

Da im normalen Urin bei gewoéhnlicher Ernahrung mit 
einer sa!peterfreien Nahrung die Kjeldahlbestimmungen zu 
den gleichen Stickstoffzahlen fiihren wie die Veraschungen 
nach Dumas, so durften wir die Differenz zwischen den Zahlen 
fiir den Gesamtstickstoff im Harn, wie sie nach der Dumas- 
schen Elementaranalyse gefunden wurden, und den Werten 
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bei der Veraschung nach Kjeldahl als Nitrat-N bezeichnen. 
In dieser Differenz waren auch eventuell vorhandene Nitrite 
und Nitroverbindungen, die aus dem Nitrat entstanden sein 
kOnnten, mit einbegriffen. 

Die Elementaranalyse wurde nach Dumas nach der guten 
Beschreibung von Brahm in Abderhaldens Handbuch der 
Biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. I, ausgefiihrt. 

EKiner besonderen Beschreibung bedarf nur die Vorbehand- 
lung der Fliissigkeiten fiir die Veraschung im Verbrennungsrohr. 

160—190 ccm der Mischung von Urin und Spiilwasser 
wurden in ganz genau bekannter Menge in einer genau abge- 
wogenen Porzellanschale vorsichtig auf dem Wasserbad bei ge- 
linder Flamme erwirmt, wobei streng darauf geachtet wurde, 
dafi die Reaktion stets ganz schwach sauer blieb; ferner wurde 
die Schale hiéufig geschwenkt, um ein Eintrocknen des Urins 
an den Riandern der Schale zu verhindern. 

Das Eindampfen wurde bis zum Auftreten einer diinn- 
sirupdésen F'liissigkeit fortgesetzt. In einem etwas evakuierten 
Exsikkator blieb dann die Schale bei gewohnlicher Temperatur 
so lange stehen, bis aus der Fliissigkeit eine dicksirupdse Kon- 
sistenz erhalten wurde. Dann wurde die Schale samt Inhalt 
gewogen, der Inhalt sofort mit einem Glasstab durcheinander 
gemischt und gleich drei Portionen zur Analyse in drei Ver- 
brennungsschiffchen genau abgewogen. Die Schiffechen wurden 
dann fast bis zum Rande mit feinem, ausgegliihtem, pulveri- 
siertem Kupferoxyd gefiillt und bei Zimmertemperatur im nicht 
evakuierten Exsikkator einige Stunden aufbewahrt. 

Durch mehrere Vorversuche mit einer Salpeterlosung, 
deren Gehalt an N genau bekannt war, haben wir uns tiberzeugt, 
dafs bei dieser Art des Verfahrens keinerlei Verlust von N eintritt. 

Die Beschickung des Verbrennungsrohrs sowie die Vor- 
nahme der Verbrennung war die iibliche. Die Kohlensaure- 
entwicklung wurde in einem Kippschen Apparate vorgenommen, 
von dem aus das Gas erst eine mit Natronbicarbonat gefiillte 
und dann eine zweite leere Waschflasche zu passieren hatte. 

Mit der Verbrennung wurde erst angefangen, wenn in 
dem mit 40°/oiger Kalilauge gefiillten Gattermannschen Azoto- 
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meter keine Gasblasen mehr, sondern nur noch ein feiner 
Schaum aufstieg. Da die eingedampfte Mischung von Urin und 
Spiilwasser absichtlich nie bis zur Trockene eingeengt war, 
sondern noch immer kleine Mengen Wasser enthielt, muBte bei 
der Erhitzung der ROhre sehr vorsichtig vorgegangen werden, 
da jede Anhadufung von Kondenswasser im heifen Rohr zum 
Platzen des Rohres und damit zum Verlust der Analyse fiihren 
konnte. Zum Sammeln des Kondenswassers wurde direkt hinter 
das Verbrennungsrohr eine Glasrdhre mit kugeliger Auftreibung 
eingeschaltet. Die Erhitzung des Glasrohres bis zur Rotglut 
und die Durchleitung von Kohlensiure wurde so lange fortge- 
setzt, bis 1/4 Stunde lang das Gasvolumen im Azotometer kon- 
stant blieb. Die Kalilauge wurde fiir jede Bestimmung frisch 
hergestellt und ausgekocht. Bei dem geschilderten Verfahren 
erhielten wir ausgezeichnet tibereinstimmende Werte, stets 
wurden zwei Analysen vorgenommen; sobald diese um mehr 
als 0,2°/o differierten, wurde noch eine dritte, eventuell eine 
vierte vorgenommen. 

Als Beispiel fiir die Genauigkeit der Resultate seien fol- 
gende Analysen angegeben: Es wurde eine genau 40°/oige 
Losung von chemisch reinem Natriumnitrat purissimum pro 
analysi Merck angefertigt. Auf Grund der Formel betrug der 
N-Gehalt von 1 g des gelésten Salpeters 16,47°/o N. 

Von der LOsung wurden zwei Proben entnommen und 
in der oben beschriebenen Art eingedampft und verascht. 

Die eine Probe enthielt 0,4370 g Natriumnitrat, der durch 
Verbrennung festgestellte Prozentgehalt an N war 16,55°%/o. 

Eine zweite enthielt 0,3952 g N, der N-Gehalt des Salpeters 
nach der Verbrennung betrug 16,53°/o0. Bei der N-Bestimmung 
im Kote wurden 0,5—0,8 g des gut gemischten, fein pulverisierten 
Trockenkots erhalten, wie er durch vorsichtiges Trocknen') 
der feuchten Faeces nach Zusatz von einigen Kubikzentimetern 
verdiinnter Schwefelsiiure auf dem Wasserbad gewonnen wird. 

Die nach der skizzierten Methodik angestellten Versuche 
und deren Resultate sind in den Tabellen I—IV_ registriert. 


‘) Das Trocknen wurde wie friiher niemals bis zur Gewichtskonstanz 
vorgenommen, sondern nur soweit, dafs eine Pulverisierung méglich war. 
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Die Anlage ist genau die gleiche wie in den friiheren Arbeiten 
des einen von uns. Der Hauptperiode (Zufuhr von Nitraten) 
gehen zwei Vorperioden voraus, eine Hungerperiode von ca. 
8—10tagiger Dauer und eine Vorperiode von ca. 6—8 tigiger 
Dauer, in der die Standartkost allein verfiittert wurde. Eine 
Nachperiode von gleicher Anlage wie die zweite Vorperiode 
schlofh den Versuch. 


Versuchsreihe an Hund Ami. (Tabelle [) 


In der Hungerperiode verlor das Tier 1,4 kg an Gewicht, 
mit der sehr kalorienreichen, fast ausschlieBlich aus Kohlen- 
hydraten bestehenden Standartkost allein 0,8 kg. 

Der tiigliche N-Verlust des K6rpers mit dieser Kost betrug 
Q,785 g. 

Wihrend der 10 tagigen Hauptperiode wurden taglich ca. 
10 g chemisch reiner Natriumsalpeter in Wasser gelost gegeben, 
die Gesamtnitrateinfuhr betrug 12,407 g N, d. h. 1,2407 g N 
als Nitrat-N pro die. 

Von der eingefiihrten Nitratmenge wurden an 9 Versuchs- 
tagen!) in der Hauptperiode retiniert 1,891 g N, d. h. 0,21 g 
Nitrat-N pro die. 

Die Hauptnitratretentionen fanden an den ersten Versuchs- 
tagen statt, erst gegen Ende der Periode trat eine vermehrte 
Ausschwemmung vorher retinierten Nitratstickstoffs ein. Diese 
dauerte auch noch wihrend der ersten 4 Tage der Nachperiode 
an, so daB in dieser Zeit nochmals 0,413 g Nitrat-N den Korper 
verliefBen. Die im Korper anscheinend dauernd retinierte oder 
dort weiter verarbeitete Menge an Nitrat-N betrug mithin in 
4 Versuchstagen (1,891—0,413) = 1,478 g N, d. h. 0,164 g 
Nitrat-N pro die, das sind 14,3°/o des eingeftihrten Salpeter- 
stickstoffs. 

Sehr interessant ist, daf wiéhrend der Fiitterung mit 
Salpeter der Verlust an Kjeldahl-N deutlich geringer geworden 
ist, wie bei der gleichen Kost ohne diese Zulage. Wahrend 
in der Vorperiode II der tagliche N-Verlust im Durchschnit! 
— 0,785 g und in der ganz gleich angelegten Nachperiode 


t) Der 10. Versuchstag mufte fiir die Berechnung leider fortfallen. 
da ein Teil des Urins verloren ging. 
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— 0,766 g N betrug, ist der Verlust bei Salpeterfiitterung nur 
— 0,689 g N, d. h. also um fast 0,1 g N geringer. 

Wenn diese Differenz auch nicht sehr grof ist, so fallt sie 
wohl doch aufierhalb der Fehlergrenzen, vor allem aber beweist 
sie, daB sicher kein nennenswerter Teil des retinierten Nitrat- 
stickstoffs als Kjeldahl|stickstoff im Harn wiedererschienen ist. 

Am deutlichsten ergibt sich die Sparwirkung des ver- 
fiitterten Salpeters, wenn man den Gesamtstickstoffverlust der 
Hauptperiode mit den Werten von Vorperiode II und Nach- 
periode vergleicht.*) 

Einem Gesamt-N-Verlust in Vorperiode II von 0,785 g 
pro die und in der Nachperiode von 0,848 g pro die steht in 
der Hauptperiode nur ein Verlust von 0,479 g gegeniiber. 

In ahnlicher Weise fielen auch andere Hundeversuche aus. 
Da die Tiere jedoch ziemlich rasch die quantitative Bewéal- 
tigung der Nahrung verweigerten, sind sie nicht voll beweis- 
kraftig, so dafi wir von ihrer Mitteilung absehen. Auch gegen 
den in Tabelle I wiedergegebenen Versuch lat sich einwenden, 
dafi das Tier an zahlreichen Tagen die vorgesetzte Nahrung 
nicht quantitativ bewaltigte, so daf Riickbestimmungen not- 
wendig wurden.?) Ferner fiel der 17. Versuchstag infolge Ver- 
lust eines Teils des Urins aus. 

Unter diesen Umstinden schien es bei der Wichtigkeit 
der Frage dringend notwendig, die Versuche weiter fortzusetzen, 
und zwar unter Steigerung der Nitratmengen, da mdglicher- 
weise je nach der verfiitterten Menge die Wirkung auf den 
N-Umsatz eine andere sein konnte. Da es nicht gelang, 
bei Hunden mit Darreichung gré8erer Mengen von Nitraten 
und Kohlenhydratiiberernahrung bessere Versuche zu bekommen, 
gingen wir dazu iiber, an Schweinen die Frage zu studieren, 
da diese Tiere fiir Versuche mit Ammoniaksalzen sich als sehr 
geeignet erwiesen hatten. 





') Hierbei ist als Gesamtstickstoff fiir Vorperiode II der Kjeldahl-N, 
fiir die beiden anderen Perioden Kjeldahl -++ Nitrat-N in Rechnung 
gezogen. 

*) In diesem Versuche wurde die N-Bestimmung indirekt aus dem 
Gewicht der Nahrung vorgenommen. 
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In diesen Versuchen wurde die abundante Kohlenhydrat- 
nahrung stets quantitativ bewaltigt, und es gelang ohne sicht- 
bare Stdrung des Allgemeinbefindens sehr erhebliche Salpeter- 
mengen, bis zu 3,449 g Nitrat-N pro die, entsprechend ca. 21 g 
Salpeter, tagelang zu verfiittern. Samtliche Tiere wie auch 
der Hund blieben am Leben und wurden zum Teil spater fiir 
weitere Versuche benutzt. 

In den Schweineversuchen wurde der Salpeter stets in 
groBen Mengen in Wasser gelést und von den Loésungen ca. 30 
bis 50 ccm der Nahrung tiiglich zugesetzt. Der Stickstoffgehalt 
der Lésungen wurde stets durch Elementaranalyse festgestellt. 
Auch im Urin von Haupt- und Nachperiode wurde der Stickstoff 
einmal durch Klementaranalyse, ferner nach Kjeldahl bestimmt 
und die Differenz in den Bestimmungen als Nitrat-N bezeichnet. 


Versuch an Schwein IX (Tabelle II). 


Dauer 47 Tage. In der 7tagigen Vorperiode I trat ein 
Gewichtsverlust von 3760 g ein, in den ersten Tagen der Vor- 
periode II] (Fiitterung mit Standartkost allein) nahm das Tier 
1360 g zu und blieb dann wiahrend des ganzen tibrigen Ver- 
suchs annahernd auf dem gleichen Gewichte stehn. 

Bei der Fiitterung mit der Standartkost in Vorperiode | 
verlor das Tier taglich — 1,252 g an Stickstoff, bei gleicher 
Ernahrung in der Nachperiode 0,94 g an Kjeldahl-N. In der 
21 tiigigen Hauptperiode (Zulagen von Salpeter) wurde an das 
Tier 20,811 g N in Form von Salpeter verfiittert, mithin taglich 
0,991 g. 

Von diesem Nitratstickstoff wurden in der Hauptperiode 
3,099 g N (= 0,148 g pro die) retiniert. Auch in diesem Falle 
zog sich die Nitratausscheidung noch erheblich bis in die Nach- 
periode hinein, sodaB hier nochmals 2,626 g N in Form von 
Nitrat-N zur Ausscheidung kamen. 

Die dauernd retinierte Menge Nitrat-N (0,473 g pro Periode 
= (0,022 g pro die) ist mithin in diesem Falle ganz minimal 
und fallt vollkommen in den Bereich der Versuchsfehler. 

Eine giinstige Beeinflussung der Kjeldahl-N-Bilanz durch 
den Salpeter lief sich gleichfalls in diesem Falle nicht kon- 
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statieren (— 1,19 g Kjeldahl-N in der Salpeterperiode gegen- 
iiber — 1,252 g und — 0,94 g bei Standartkost allein). 


Versuch bei Schwein VII (Tabelle III). 


Da im letzten Versuche das Fehlen jeder Beeinflussung 
des N-Stoffwechsels durch die Nitratfiitterung vielleicht im Zu- 
sammenhang mit der geringen Menge des verfiitterten Salzes 
stand, wurden in diesem 35tagigen Versuch auferordentlich 
grobe Mengen Salpeter gegeben: in 10 Tagen insgesammt 
ca. 200 g mit einem N-Gehalt von 34,061 g, also Gaben, die 
den toxischen zum mindesten sehr nahe standen. 

Die groben Mengen Salpeter wurden quantitativ wieder 
ausgeschieden. In der Hauptperiode wurden zwar 0,667 g 
Nitrat-N retiniert, dafiir aber in der Nachperiode 0,746 g weiter 
ausgeschieden, so dafi die Bilanz mit — 0,08 g schwach ne- 
gativ wird. 

Sehr interessant ist das Verhalten der Bilanz fiir Kjel- 
dahl-N. 

Der Verlust in der 9tagigen Hungerperiode betrug tiig- 
lich — 2,815 g, in der ersten Fiitterungsperiode mit der Standart- 
kost allein (Vorperiode) II — 1,221 g, in der abschliebenden 
Nachperiode mit gleicher Nahrung jedoch — 1,548 g N, dieser 
letzteren Zahl nahert sich auch der Wert fiir die Hauptperiode 
(Salpeterzulagen) von — 1,477. Da wir in unseren sehr zahl- 
reichen Versuchen an Hunden und Schweinen niemals ein so 
erhebliches Ansteigen des EiweiBminimums wie in diesem Ver- 
suche gefunden haben, da im Gegenteil in der Nachperiode die 
Werte fast ausnahmslos niedriger liegen wie in der Vorperiode, 
so haben wir in dieser Steigerung der Kiweifiverbrennung mit 
groBer Wahrscheinlichkeit den EinfluB einer toxischen Schadi- 
gung durch die grofen Salpeterdosen vor uns, und es scheint 
diese Schiidigung auch nach Fortfall der Nitratfiitterung und 
vollstandiger Eliminierung des Salpeters aus dem KO6rper 
zunachst noch einige Zeit weiter zu bestehen. 

Somatisch fiel an dem Tiere nur eine auferordentlich 


hartnackige Verstopfung auf, im iibrigen machte es einen ge- 
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sunden Eindruck, erholte sich rasch von dem Versuch und 
nahm in den nachsten Wochen tiber 20 kg zu. 

Das Verhalten des K6rpergewichts wihrend des Ver- 
suchs bot keine Besonderheiten. Auffallend war nur, daB in 
der Salpeterperiode ein Gewichtsansatz von 700 g stattfand, 
der auch in der Nachperiode nicht wieder verloren ging. Bei 
der Annahme einer toxischen Schidigung des Eiweifstoff- 
wechsels ware eher eine Gewichtsabnahme zu erwarten ge- 
wesen. Wahrscheinlich handelte es sich wohl lediglich um 
eine Zunahme an Wasser. 


Versuchsreihe bei Schwein XIV (Tabelle IV). 


Nachdem im letzten Versuch fiir eine Retention von 
Stickstoff anscheinend zu groBe Dosen Salpeter gegeben worden 
waren, kamen in dem 32ta&gigen Versuch bei Schwein XIV 
mittlere Mengen zur Verwendung: 1,986 g Nitrat-N pro die. 
Die Gesamteinfuhr an Salpeterstickstoff in der 11 tigigen Haupt- 
periode betrug 21,846 g. Davon wurden in der Hauptperiode 
retiniert 3,563 g N (= -+ 0,324 g N), in der Nachperiode kamen 
noch 1,276 g Nitrat-N zum Vorschein, soda die Menge des 
dauernd retinierten oder anderweitig verarbeiteten Nitratstick- 
stoffs 2,287 g N pro Periode = 0,208 g N pro die betrug, d. h. 
ca. 11°/o der Einfuhr. Die Sparwirkung des Salpeters priigte 
sich in der Gesamtstickstoffbilanz der Hauptperiode gegeniiber 
den beiden anschlieBenden Fiitterungsperioden mit der Standart- 
kost allein darum nicht so stark aus, weil auch in diesem 
Falle der Salpeter eine sehr erhebliche Steigerung des Eiweib- 
umsatzes hervorgerufen hatte. Gegeniiber einem taglichen 
N-Verlust von — 1,761 g in Vorperiode I verlor das Schwein 
in der Hauptperiode — 2,326 g Kjeldahl-N, in der Nach- 
periode sogar — 3,06 g. Auffallend ist, daB die Eiweifein- 
schmelzung in der Nachperiode soviel gréSer war als in der 
Hauptperiode. 

Es ist dieser Befund schwer zu deuten, jedenfalls aber 
spricht er sehr zugunsten einer Retention des nicht in Nitrat- 
form wiedergefundenen Salpeterstickstoffs. Im anderen Falie 
hitte die Bilanz im Gegenteil in der Hauptperiode viel starker 
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negativ ausfallen missen. Die Steigerung des Eiweifumsatzes 
mu wohl auch in diesem Falle als eine toxische aufgefabt 
werden. 

Merkwiirdigerweise war in diesem Falle im Gegensatz 
zum vorigen Versuch die Wirkung auf den Darm eine ganz 
andere. Diesmal waren die Stuhlentleerungen auferordentlich 
volumin6s, in den letzten Tagen auch etwas durchfiallig. DieimKot 
entleerten Stickstoffmengen waren mit durchschnittlich 0,869 g 
pro die so grof{, wie wir es sonst noch nie beim Schwein beob- 
achtet haben. So scheint die toxische Wirkung des Salpeters 
in diesem Falle sich in erster, wenn nicht einziger Richtung, 
auf den Darm erstreckt zu haben. Vergleicht man den im 
Harn ausgeschiedenen Kjeldahl-N in Vorperiode II und Haupt- 
periode miteinander, so sind die Differenzen sehr gering: 
— 1,747 g N pro die in der Vorperiode I! mit Standartkost 
allein gegeniiber — 1,908 g N in der Hauptperiode, wiihrend 
anderseits fiir die Nachperiode die gleiche Berechnung einen 
N-Verlust von — 2,795 g N pro die ergibt. In der Nachperiode 
war also anscheinend auch eine erhebliche Schiidigung des Zell- 
protoplasmas vorhanden. 

Zusammenfassend lift sich tiber die mitgeteilten 4 Ver- 
suche sagen, dali ihre Ergebnisse auBerordentlich wider- 
sprechend sind. Wahrend in einem Versuch (Nr. 2) bei 
Verfiitterung von 0,991 g Nitrat-N die eingefiihrte 
Menge quantitativ eliminiert wurde und ohne irgend 
erkennbaren EinfluB auf den EiweiBumsatz blieb, 
waren in den 3 anderen Versuchen deutliche Ver- 
inderungen da. Sowohl in Versuch Nr. 1 (1,267 ¢ 
Nitrat-N pro die), als in Versuch Nr. 4 (1,986 g Nitrat-N 
pro die) wurden 10—15%/o des eingefiihrten Nitrat- 
Stickstoffs anscheinend dauernd retiniert, es konnte 
dieser Stickstoff auch nicht in anderer Form wieder 
gefunden werden. Demgegeniiber wurden in Versuch 
Nr. 3 die sehr grofen Nitratmengen (3,4 g Nitrat-N) 
pro die quantitativ wieder ausgeschieden. 

Wiahrend im Versuch Nr. 1 durch die Salpeter- 
zulage eine deutliche, wenn auch geringe Einschrin- 
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kung des Eiweibumsatzes stattfand, wurden in den Ver- 
suchen 3 und 4 Steigerungen gefunden, die anschei- 
nend toxische Wirkung erstreckte sich in Versuch 4 
in erster Linie auf den Darm, im Versuch Nr. 3 be- 
sonders auf denintermediaren Eiweibumsatz. In keinem 
Falle wurden dauernde Schidigungen durch die Nitratzufuhr 
hervorgerufen. Simtliche Tiere entwickelten sich normal weiter. 

In allen Féllen dauerte, entsprechend den Angaben 
friiherer Autoren, die Nitratausscheidung sehr lange. 

Die Ursache fiir den verschiedenen Ausfall der einzelnen 
Versuche ist vermutlich die verschiedene Menge des verfiitterten 
Nitrats. Geringe Mengen bleiben anscheinend ohne jede Wir- 
kung, wihrend gréfere Schadigungen hervorrufen. Ob noch 
weitere Momente dabei eine Rolle spielen, muB durch weitere 
Versuche festgestellt werden. Die Retention von Nitrat-N steht 
in vollem Einklang mit den oben mitgeteilten Beobachtungen 
anderer Autoren, die jedoch niemals die Kjeldah1l-N-Bilanz 
mitbestimmten. 

Wie schon oben erwiahnt, haben vor kurzem auch 
Abderhalden und Hirsch’) Versuche tiber die Wirkung des 
Salpeters auf den Stickstoffwechsel mitgeteilt. 

Die Nitratbestimmungen wurden teils nach dem Devarda- 
schen teils nach dem Ulschschen Verfahren vorgenommen. 
Die Versuche wurden an 3 Hunden und an 1 Schweine aus- 
gefiihrt. Verfiittert wurden immer nur sehr kleine Mengen 
Salpeter (5 g mit 0,82 g N), samtliche Tiere starben trotzdem 
an den Folgen einer Salpetervergiftung. 

Vergleicht man die von Abderhalden und Hirsch ge- 
fundenen Resultate mit den unsrigen, so ergibt sich in drei 
wesentlichen Punkten eine Ubereinstimmung. Die beiden Au- 
toren fanden in einem Teil ihrer Falle (2), wie wir, keinerlei 
Beeinflussung von EiweiBumsatz und eine quantitative Aus- 
scheidung der Nitrate. In 2 Fiillen wurde durch Nitratverfiitte- 
rung eine deutliche Verminderung des Umsatzes an Kjeldahl-N 
hervorgerufen. Sie war sehr viel ausgesprochener wie in unserem 
Versuch I, vor allem galt das fiir den Fall gleichzeitiger Fleisch- 


') Diese Zeitschr., Bd. 84, S. 189 u. ffg. 
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fiitterung (Bilanz bei Fiitterung von 34,8 g Fleischpulver —0,29 g, 
bei Zulage von 0,82 g Nitrat-N Bilanz +- 0,61 g N). 

In einem Fall (II) trat eine deutliche Retention von Nitrat- 
stickstoff ein: von 5,74 g eingefitihrtem Nitrat-N wurden 0,84 g 
—= 14,6°/o dauernd retiniert. Es entspricht also dieser Versuch 
vollkommen den Resultaten, welche wir bei unseren Versuchen | 
und IV erhalten haben, auch in diesen Versuchen waren 10 bis 
15°/o des eingefiihrten Nitrates retiniert worden. Aus dem an- 
gefiihrten Versuch von Abderhalden und Hirsch geht auch 
sehr deutlich hervor, dafi der retinierte Nitratstickstoff nicht 
in anderer Weise (als Kjeldahl-N) zutage kam, da in der 
Salpeterperiode die Kjehldahl-N-Bilanz von — 2,34 N auf 
— 0,70 g N zuriickging. 

Abderhalden und Hirsch scheinen allerdings diesen 
Versuch als nicht beweiskraftig'!) im Sinne einer Retention 
von Nitrat-N anzusehn, denn sonst kénnten sie bei der sum- 
marischen Besprechung ihrer Resultate nicht schreiben: «Der 
in Form von Salpeter zugeftihrte Stickstoff erscheint quantitativ 
im Harn wieder. Er nimmt somit sicher keinen direkten Anteil 
am Eiweifstoffwechsel». ?) 

Die ungiinstige Einwirkung des Salpeters auf den Eiweif- 
umsatz, wie wir ihn in den Versuchen III und IV _ fanden, 
konnte in den Versuchen von Abderhalden und Hirsch 
darum nicht in Erscheinung treten, da stets nur kleine Mengen 
von Nitraten gegeben wurden. Die Mengenverhaltnisse scheinen 
aber hier eine entscheidende Rolle zu spielen. 

Die vorliegenden Beobachtungen von Abderhalden 
und Hirsch sowie von uns selbst lassen eine 4fache 
Wirkung verfiitterten Salpeters erkennen: 

1. Eine Beeinflussung des N-Umsatzes findet tiber- 
haupt nicht statt, der Salpeter wird quantitativ wieder 
ausgeschieden. 

2. Der Saipeter wird quantitativ ausgeschieden, 
fiihrt aber zu einer deutlichen Verminderung des Ver- 
lustes an Kjeldahl-N. 


) Eine Nitrat-N-Bestimmung in den Faeces war nicht vorgenommen 
worden, das gleiche gilt aber auch anscheinend fiir alle anderen Versuche. 
*) 1. c., S. 189 u. 190. 
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3. 10—15°/o des eingefiihrten Nitrat-N werden 
dauernd retiniert, ohne in anderer Form den Korper 
zu verlassen. Eine giinstige Beeinflussung des Um- 
satzes an Kjeldahl-N kann gleichzeitig vorhanden sein 
oder fehlen. 

4. Hohe Dosen von Salpeter steigern die Abgabe 
des Kérpers an Kjeldahl-N. (Toxische Wirkung auf den 
Kiweifstoffwechsel?) Die Verschiedenheit des Aus- 
falls der Versuche scheint in erster Linie von der 
Dosierung des Salpeters abhiangig zu sein. 

Ist somit durch die tibereinstimmenden Versuche die Wir- 
kung des Salpeters auf den Stickstoffumsatz in den wesent- 
lichsten Punkten festgestellt, so erhebt sich die Frage, wie die 
Wirkungen zu deuten sind. 

Am schwierigsten ist es, eine Erklarung daftir zu finden, 
daB das Natriumnitrat, obwohl es quantitativ wieder ausge- 
schieden wird, den Eiweifumsatz einschraénken kann. Die gleiche 
Beobachtung hat Pescheck!) schon kirzlich fiir das Natrium- 
acetat mitgeteilt. Zurzeit ist es wohl iberhaupt nicht mdglich, 
von dem Mechanismus sich eine Vorstellung zu machen. Jeden- 
falls aber ist angesichts dieser Tatsache die Mahnung von 
Abderhalden und Hirsch,?) Stickstoffretentionen nicht ohne 
weiteres mit der Synthese im Eiweifstoffwechsel in Beziehung 
zu bringen, berechtigt. Auf der anderen Seite erscheint es uns 
aber unrichlig, wenn man z. B. die Stickstoffretentionen mit 
NH,- und NH,-Verbindungen ohne weiteres in Parallele zu 
den N-Retentionen mit Salpeter, bei denen dieser quantitativ 
wieder ausgeschieden wird, setzen wollte. Wir kénnen daher 
der Ansicht von Abderhalden und Hirsch,*) daf die 
Versuche mit Salpeter geeignet sind, den Mechanismus der 
Stickstoffretention nach Ammonsalzfiitterung klarzustellen, nicht 
beipflichten. Der Mechanismus der Stickstoffretentionen ist 
offenbar ein sehr viel komplizierterer und mannigfaltigerer, 
als man bisher angenommen hatte. Die Stickstoffersparnis durch 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 244 u. ffg., 1912. 
*) 1. c., S. 180. 
*) 1. c., 3. 3ee. 
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Leim z. B. ist doch sicher ein ganz anderer Vorgang wie die- 
jenige mit Natriumsalzen, und uns scheint, daf die Retentionen 
mit NH, sich sehr wohl mit denen des Leims analogisieren lassen. 
Natiirlich miissen hier noch weitere Versuche Kliirung schaffen. 

Eine weitere Frage ist die, was geschieht mit dem reti- 
nierten Nitratstickstoff ? 

DaB er in der gleichen Form im Kérper gespeichert wird, 
ist angesichts der durch zahlreiche obenerwahnte Untersuchungen 
festgestellten reduzierenden Kraft des Organismus iiuBerst un- 
wahrscheinlich. Als sicher darf man wohl annehmen, dai aus 
den Nitraten Nitrite geworden sind, die dann sehr rasch weiter 
von der Zelle umgewandelt werden. 

Fo!lgende Wege sind z. B. hier denkbar: 

Es wird das Nitrat weiter zu Ammoniak reduziert, wie 
es zuerst ROhmann!) und nach ihm andere Autoren ver- 
mutet haben. 

Diese Reduktion kénnte z. B. folgenden Weg einschlagen: 

HNO, ——+ NH(OH), > NH, - OH > NH,. 

H. Franzen und E. Lohmann?) haben die Méglichkeit 
eines derartigen Umwandlungsprozesses eingehend diskutiert. 
Allerdings sind bisher weder im Organismus noch bei bak- 
terieller Reduktion der Salpetersiure Dioxyammoniak und 
Hydroxylamin gefunden worden. 

Weiter ware denkbar, daf die salpetrige Saure im Or- 
ganismus mit organischen Sauren oder Aldehyden Nitroverbin- 
dungen bildet und dai diese NO,-Verbindungen zu NH,-Ver- 
bindungen reduziert werden. Dab diese Fahigkeit dem tierischen 
Organismus innewohnt, hat Cohn’) durch sehr interessante 
Versuche sicher bewiesen. Er fand niimlich verfiittertes m- 
Nitrobenzaldehyd im Harn von Kaninchen als m-Acetylamido- 
benzoeséure wieder, gleichgiiltig, ob es per os oder subcutan 
gegeben worden war. Nach den Untersuchungen von Cohn 


le. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 100, 1909. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 17, S. 274, Bd. 18, S. 133. Auf diese 
wichtigen Untersuchungen hat F. Knoop, Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 263, 
Anm., von neuem aufmerksam gemacht. 
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) 6 | 7 | 
| Brutto- 
| Saloons ie -Gehalt! N-Geh; 
suchs-. Periode | Datum | Standartnahrung | proikg| der | der Zalagen 
a. Iwicht | Pts. Standart von 
ag fiir ein | nah Lada at ae 
| | ee | rung| Salpeter 
Nr. 1912 | kg ‘von 6kg| g | g 
— | | Hunger, | | | 
1—8 periode I) 6.—14.11. 7,6 | em ss . 
Hunger | | _ Wasser nach Bedarf | | | | 
i) ities 14.15, II.| | 6,2 ‘Taglich: 170 ¢ Starke, ca. 150Kal.. | 0,12 () 
10 veriode Il 15.—16. i” 30g Zucker, 10g Butter, > 150 » | 0,12 0 
1, 16—17, |— 2S Rechends, Seem. uo. | ose 0 
(Standart- | ‘Bouillon, 10 Tropfen ” tx 
12 kost  |£7:—18. aos Ic ‘ibils Fleischextrakt, > 150 > | 0,12 0 
ao’ ‘ | | 3g Knochenasche, - 
13 | allein) pene ia | 450 com Wasser > | oe " 
o | -m. | _| }> 150» | 0,12 | 0) 
| | | poe 
- . P a | Ti li h di ] : h tesa i 
15 20.—21. 11 5,4 | ee 1€ eg © 'ca.150Kal., 0,12 dem Wiasn as 
irungszulunhr Na rung mit 
| | | | a fe ‘ 1,647 g N 
16 | Haupt- a1—aa, |— |i in Vorperiode Il! , 459, | 0,12 desgl 
, | periode | | | *%9/-g4 der Nahrung | - 0.9986 ¢ f 
17  Ghetenee 22.—23, | — gefressen |? 90> | 0,073 Nitrat-N 
= . , ~ 
18 | yon (|23.—24. pas ‘ganze Nahrung gefress.| » 150 » 0,12 nf 
| Nitrat-! 
19 | Natrium- 24.—25. | — > > > |» 150 > | 0,12 desgl 
0) nitrat _ “89/724 der Nahrung | | ; 9 
| 25.—26. gefressen 100 0,08 1,115 
24 Zur 26.27. |5,1 | “tee — desgl. > 93» | 0,075 1,026 
Standart-| _ - 1.296 ¢ 
22 kost) aa. j= 570/94 > » 120 » 0,095 Nitrat-N 
23 | | 28. —29, |— | *5/9, : » 60> | oos9 | SF § 
24 29.11. 111. 376), go> | 0062 | o> § 
“ ates | [ies , a a ’ | Nitrat-N 
543 /, \f 
25 | Nach- | 1.—2.I01}5480} 7" oo ca.120Kal.| 0,094 | 0 
| | | i 
26 | periode, 2-3, | — | 381ln44 desgl. >» 80» 0,064 | 0 
27 wie |3 4 | | 0 


| — |Nahrung ganz gefress.| » 150 » | 0,12 
| Yor be. fe | > > » |> 150> | 042 | 0 
periode II | | 





| | 374/744 der Nahrung 
5.—6. 5 500) J . | 8 , Uv 
| gefressen |” O> | O06 
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13 14 1s 
Nim| | | a ra 
Kot | Kot | Ge | Salk | Kyel- N-Bilanzen |p. or 
samt-N peter-N- dahl-N- ; 
pro prodie pro 
| ; (d | Bilanz | Bilanz Bilanz kungen 
|Periode (durch | © 
| schnitt| pro die} pro die | pro die Periode 
| | 
g gg; g§ | 8 g | 
89 0,249; — | 478 o 0085 | — | — 0,284 Gesamt-N- 
_ one “9h, “<— ai> Einfuhr 0,72 g N, 
590 0,882; — | Kot |008 |) — _ 0,917 Ge LN 
ial | feucht, = | ‘ ser ae 
530 0,9095) — | She 0,085 | — — | 0,9445 Verlust 
400 (0,750 | — |trocken/0,085| — | — | 0,785 | _O¢¢ fOrpers 
75 0,967 | — \ sae 0,085 | — — | 1,002 = —0,785¢ N 
| 9 - * | > 
435 (0,744 | — | 0,087 | — <« | ge, ie 
ey | | | | | Ing eis,  1¢ 
erie 750 1,047 | 0,970 0,0603/ — 0,310 +- 0,677\— 0,987 | Oa TN | Garmin 
N | | | | Gesamt-N-Verlust 
| == 4,302 g, 
L § | 680 1,162 | 0,898) _ 0,0603)— 0,297 -+ 0,749 — 1,102 N-Verlust 
. Urin 2.T. U Kot: | =- 0,479 g pro die. | 
Np | verioren'/OT Verloreny a6 0.0603 ? | > |: ae | 
7 gozgange B : = | = 11408 gN | 
§ 500 0,539 | 1,263! feucht, 0, 0608) — 0 095 + 0,384 — 04 79 |= 1,267 g N pro die 
J resamt-Nitrat-N- | 
5H) 0,748 | 1,709 ®t & 0,0603'— 0,745 — 0,062 —0,683 | MSI 
, | trocken | Nitrat-N-Retentio 
3 300 0,267 | 0,997 | 0,0603'— 0,131) 0,116|— 0,247 |— 1,891 g N, pro die 
mil | = + 0,21 g N. 
6 | 295 0,705 | 0,985 |g gn 3, y, 9,0603)-— 0,649) + 0,041) — 0,690 ea 
| g N-Einfuhr, 
g : a; , aaa | 0,831 g N 
-N 280 0,421 | 0,989 Q, ee — (),07 9} +0, 307, — 0, 386 Gesamt- Vertas ‘t des 
iu F | orpe rs an 
i 110 0,851 | 0,858 0.0608 — 1,200 — 0,321 — 0,830 | | Kjeldahl-N, 
9 | ! | | _ wasp 
s 175 0,798 0,855 | 0.0608) — 0,708 +0 |—0,796 | pro die 
Was | | i < ‘a ae ig Carmin 
| | | | " - 
20 'o-799 | 0.148 Ket tT 0,087 — 0,943|— 0,148 — 0,795 Verlust an | 7ur Kot- 
| | feucht, Kjeldahl-N grenzung 
70 0,715 | 0,088} 225 g | 0,087 |— 0,776 — 0,038 -— 0,738 | = aan g ‘ 
| } | = - > £ 
300 0,704 | 0,134 trocken 0,087 |_— 0,805 — 0,134 — 0,671 | —— 
| | — U,taa| — U, pro die. 
70 0,944 | 0,089 = 648 (087 |— 0,997/— 0,089\— 0,908 Verlust 
| mit | | | | an Nitrat-N 
80 0,688 | 0,004 0,431¢N 0,087 |—0,719\— 0,004,— 0,715 | = O,4l3¢ 
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Tabelle || 
l 2 3 5 6 7 | 8 
_ Brutto- | | N-Gehals 
ail | | kalorien | N-Gehalt — 
_ | pro 1 kg) der 
suchs-| Periode Datum | Standartnahrung _ der | 
| (berechnet | Zulagen 
lag | | | fir ein | Standart- 
| | | Gewicht | Rw 
von 12k | Salpeter 
| 1912 | .) | 
- Vor- f | Hunger, | 
{— 5.—12. X. 0 0 () 
periode [| Wasser nach — 
8—12| 13.—17 | Taglich : ca.140Kal| 020 | 0 
Vor- i . Ritek 
13 17.—18. 300 g Starke, | 140 0,20 0 
| | 120 » Zucker, 
14 |Periode Il 1g 1g | 40 » Butter, |» 140 0,20 0 
; ae a 1 » Knochen- ia _ 
15 'Standart-. 19.—20 | asche, > 2 | () 
16 20,21 | 2 > heceems, > 140 020 | 0 
| nahrung | | 0,01 g Lecithin, | 
a 21.—22 | 5 Tr. Eisenchlorid, ; » 140 0,20 | 0) 
750 ccm Wa 
ig | Ohne | 99 93 ip omer |» 240 020 | 0 
| | | 
| | 
19 | Zulagen | 23.—24. | > 140 020 | 0 
20 | 24.—25 | > 140 0,20 0 
0 991 g N 
F 
21 Zulage | 25.—26. rv eed Die Standartkost ist \ca.140Kal.| 0,20 " Foo 
ame | die gleiche wie Salpeter 
) ' . 
99 | 26.—27. | vorher, jedoch nur | | 140 0,20 | desgl 
Natrium- | | 530 ccm Wasser 
2: | 27.—28. | > 140 0,20 : 
nitrat 
24 28.—29. > 140 0,20 
zur 
20 Standart. | 29.—30. > 140 0,20 , 
26 kost |» 140 0,20 


| 30.—31. 
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~g | 10 11 12 13 14 15 16 17 
Gesamt-| N | N-Bilanz kof N | Gesamt- Kjeldahl-| N-Bilanz 
F Urin- N vans fiir 
im Urin hae Salpeter- pro im Kot | N-Bilanz | N-Bilanz pro 
re ac | 
meng® (nach iel- stickstoff | 
| | it ioe Sie " — — 
Dumas) dahl)| pro die Periode | pro die | pro die | pro die | Periode 
id | 
/ ccm g | §& % 4 a 6 . | 
| | 
2 
-_ — —_ — santa mn ite | ui aes 
a oe a 2 See | 
| | Wahrend der 
~ -— 2 _ _ ‘ee = «oa -% letzten 8 Tage 
| | 
730 — |2075; — — — —- | — | der 
| is | | Vorperiode II 
bd aaa | 1,954 -_ —_ _ = —_ Gesamt-N- 
“10) _ | 1,07 _ _ Poo ___| Einfuhr 1,6 g, 
| | N-Ausfuhr im 
500 — | 1,400 — = -- | — - Harn 
| | | 11,619 g N, 
30 — | 1,725 — — _ aa ‘ati y 
= aes | | Gesamt-N- 
Ho | — 11,985; — - a — | Verlust 
| | im Harn 
50 | — |4192} — — — | —- — 10,019 g 
505 -™ 1,267 aa an a | _ _ | == — 1,252gN 
| | pro die 
S vei — ! a 
| Kot: Ixjdiaenien | | 
245 1,672 | 1,666} + 0,985 |  peeab’™) — 0,890 | — 1,848 | 
oe | eee | 1037 g |Looe7g)  * | | 
feucht, Nitrat-N | 
20 | 2,657 | 1,318] —0,348 | 252 g desgl. | — 1,875 | — 1,500 | 
| trocken | | 
80 | 1,902 | 1,646) +0,735 | mit > — 1,120 jon 1,828 | 
| 8,589 g | | 
410 —0.173 |.” 5 1548 | —1: 
HO | 2,330 | 1,166 0,1 Gesamt-N 1,548 | 1,348 | 
360 | 1,870 | 0,920] +0,041 | _ 4nd » | —1,088 | — 1,102 
, O08 | 8.019 g antl | 
410 1,651 | 1,139} +0,470 | Kjel- , — 0,869 | — 1,321 
| dahl-N 
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— - ee 
$s | 6 68 hlhU eet 5 . « 2 F 4 
, | | | | Brutto- | w-Gehait | N-Gehal 
Ver- re | kalorien | 
| aaill pro 1 kg | dex | ae 
suchs- ‘ode | Datum | | Standartnahrun | 4 ' 
ucns Periode | | wicht | 5 (berechnet| | Zulacen | 
| = ; } | i 
tag ! | _ fiir ein ieee sas 
| | | | Gewicht | re . 
| | ‘von 12 kg); | Salpeter 
Nr. | 1912 | g | | | | 
| | | 0,991 ¢N FE 
27 81.X.—1.X1] — | ca.140Kal., 0,20 | als [fe 
| | | | | Salpeter [ff 
yo —_ . ae > 140 > | 0,20 | desgl. ee: 
| | | | 
ay 2—8. | — 140 >| 020 ) » UF 
| iy 
30 > = }>140 >| 020 |» |. 
31 it i 140 >) 0,20 | i 
32 5-6 | = >140 > | 0,20 
33 | Haupt- | 6-7. | — 2140 >} 020 | » I 
| Nahrung wie vorher | | 4 
34 a a 5 »140 >| 020 | » DE 
periode | | 
35 | 8.—9. | — >140 » | 0,20 | > 
36 9—10. | — >140 >| O20 | » 
37 m—11, | — / 2140 >| 0,20 | 3 
| | 
38 11-12. | — > 140 >| 0,20 | 
39 i oe f>140 >) 020 | > | 
| | | | . 
40 13-14 | — |; >140 >| O20 | » 7 
| | | —— 
41 1S, | — 1>140 >| 020 | > 2 
42 15.16. XI.) 11.700 ca.140Kal.. 020 | 0 ffl 
| | | | 9. 
43 16.17. | — | >140 >| 0,20 | 0 2 
4 ] ee nee. > > 2 () 2 
“ Nach- 17.—18. | Nahrung wie in den| - “— 
45 188—19. | — . | > 140 » 0,20 | U o 
periode | friiheren Perioden | | 
6 19—20. | — | | 2140 >| 0,20 | 9 
| | | | 
7 20.21. | — |» 140 >» : 020 | 9% 
| UV t 
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ile I]. brisetzung. 












































8 Bo | 10 | 11 | 12 13 | 14 15 16 17 
| | | 
. ; ' , | | 
ehalt Gesamt- N | N-Bilanz; Kot | oN Gesamt- Kjeldahl- N-Bilanz 
der BY rin- N | im | fiir | | | ! 
Urin | ts | 
—_ im Urin | peed ‘eel | pro | im Kot | N-Bilanz | N-Bilanz pro 
enge ‘nach |y:., | stickstoff | | | 
an |Kjel-| Periode | pro die | pro die | pro di Periode 
Dumas) dahl)| pro die | I | P pro die | eriode 
peter | | | | 
em sg fi @ | £.| ft eS i 
len 0,382 g | | 
ls [430 | 1,685 | 1,291] +0,597 Kjeldah-Ni — 0,903 | — 1,473 | _ Gesamt-N- 
peter [Pf 0,027 g Finfuhr in der 
: Nitrat-N Hauptperiode 
sgl. [820 © 1,509 | 0,672) + 0,154 | desgl. | —0,727 | —0,854 | Gat us 
if ; | | ’ 1eS ~N-Aus- 
» io 2,052 | 0,944) — 0,117 | » |—1,970| —1,196| = sone, 
i F . ; Gesamt-N- 
>» 450 | 2,248 | 0,768} — 0,489 | > — 1,466 | — 0,950 bay aes 
._ | | | = 21,80 g N 
Hios0 1,409 | 0,885} +-0,417 | >» | —0627; —1,017, _ *Ty, 
510 | 1,904 | 1,166} +-0,253 | siche , —1122 | —1,348 | Pre die 
» [libs 1,984 | 0,952 | — 0,044 | » | 1,202 | — 1,184) “Nitraun” 
- | | vorige | | = 20,811 g N, 
, 49300 | 2.278 | 1,309 | +- 0,022 . > — 1,496 | — 1,491 Ausfuhr an 
| | | Nitrat-N 
> 2.4) 75 | 75 : ‘ _ nar ty Fo = 17,712 g N. 
| 1,7 a8 | 0,77 o -t 0,008 | Seite 0,976 | 0,957 Retiniert mithin 
,» | 210 1,690 | 0,408} — 0,291 . —o,908 | — 0,590 |°2"£ giase 
| sro die. 
320 1,542 | 0,927) -+0,376 | » |—0760;—1,109° 
: . Einfuhr an 
310 | 1,630 | 0,777} -+- 0,138 | > — 0,848 | — 0,959 Eiweif-N 
| = 44 ¢g 
, 150 | 1,555 | 0,590! ++ 0,026 | , — 0,773 | — 0,772 | Seeamtvertast 
| ? des Korpers an 
9: tn | 7 | = Kjeldahl-N 
; 220 1,492 | 0,987 | -+- 0,486 ® 0 | ~1408 | sts E 
| | == id g I 
. 220 1,454 | 0,880) + 0,420 | > — 0,672 | —- 1,062 oe 
sede iain : —— ! a 
195 1,423 | 0,607! —0,816 ; 0,131 | —1,223 | —0,538 | _ . Gesamt- 
§ is | Kot Il | Kjeldahl-N- 
BPP 1452 | 0,625) —0,827 | 999 ¢ | O81 | — 1,252 | — 0,556 | Td ey, 
D4 297 - Verlust « 
1,325 0,807 roe 0,518 feucht, 0,131 . 1,125 _ 0,738 Kjeldah IN 
9 ; | = 6,575 g N 
250 1,495 | 1,113) —0,382 | 43¢ 0,131 | —1,295 | —1,044 | = — OMEN 
| pro die, Ver ust 
10 1,318 | 1,246} —0,072 | trocken | 0,131 | —1,118 | —1,177 | 2h Analy 
, a al aS e n | Wa. ‘LN lan. 
40 | 1,160 | 1,155/ —0005 | ™ 0,131 | —0,960  — 1,086 “Lae 
| 


s “ 0,9113 g N| im Durchschnitt 
20 1,511 | 1,505 | — 0,006 e"| 0131 | —1,311 | — 1,486 | =— 13i4e N. 
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Tabelle [II 












































TT) 2 | 38 | 4 ; ee | ee 
| | | | 
| lies 
ara | | Brutto- | n.Gehalt | N-Gehal 
ae | Ge- | | kalorien J | der [ 
| e 
suchs-| Periode Datum | _ Standartnahrung | pro 1 kg / | Zulagen 
| ae | - ’ 
tag | | wicht | (berechnet| "t@ndart-) 3 fi 
| | ‘far 21 kg nahrung | Salpeter 
— Fo ome | | Gewicht) | 
Nr. | | 1913 | kg | | g | og ¢ 
| | | 
1 15.—16. IL. | 25 300, 0 0 | ~ 
| | | 
2 16—17, | — | 0 oO | 
| | 
3 17.18. | — | |; @ | =— Bi 
g 1 OO dee 7 Hunger, 0 o | — fi 
ee a | Wasser 0 | 0 
6 (Hunger) '29,—21. | — | nach Bedarf 0 0 ; oo | 
| | 
7 21.—22. a 0 0 — wi 
| 
8 22.—23. _- | 0 o | - #¥ 
9 23.24 Te 0 0 —_ 
im | | —_ 
10 24.--25. II. | 20 400, Taglich: ca.135Kal; 0,28 | 0 
 Vor- | 500 g Starke, | 
11 125.—26. — | 150» Zucker, > 135 » 0,28 0 | 
periode II! 30 » Butter, 
12 | 26.—27. — 5 » Knochenasche, | » 135 » 0,28 0 ( 
(Standart- 3 » Kochsalz, 
13 . '27.—28. 21100, 1ccm Cibil, » 135 > 0,28 0 
| ost | 10 Tr. verd. Eisen- 
14 | ohne (28.1L—1.L) — chloridlésung, |, 135 » | 0,28 0 gk 
| | 11 Wasser 
15 | Zulagen) | 4,2. -- > 135 > 0,28 0 4 
16 | 2.—3. a | > 135 » | 0,28 a 
| | 
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‘opsuch bei Schwein VII. 
9 | to | 11] 12 | 13 | 14] 6 | a6 | od is 
| N | | 
s eeieal | i | | Kjel- 
Gesamt | N Kol im | Ge- | Sal- : 
” N | im 0 Kot | | dahl-| N-Bilanzen 
pr | | __ Samt-N- peter-N-| Bemer- 
— | . pro pro die; — —_ : pro 
menge Urin | (nach ; (durch- | Bilanz | Bilanz | Bilanz kungen 
~ © (nach |Kjel-|Periode si | | Periode g 
Dumas) dahl) ~_ pro die pro die pro die 
| lich) | | 
ecm gi 24 g g g g z 
| | 
1000 + — | 5100 | 0,105 | — — | 8/205 
| | Se o | | | yes ” 
2 — | 2,192 | 348 8 | 0105 | — | — |—2997| Gesamt | 
| | Kot | | N-Verlust | 
460 — | 3,248 | | 0105 | — | — |~3,348 | | 
| | feucht, | | im | 
Lh! KN) “= | 2,434 | 42 g | 0,105 | aaa — — 2,539) Hunger | 
70 — | 1,478 Trocken- 91095 | — — |—1,583| = — 25,334 g 
| | } 
Bo | kot a _ is — 2,815 g N 
1230, — | 1,321] 0105 | — — |—1,426 
| | mit pro die 
Bis — | 3,530 0.9482 g, 0105 | — — |+3,635 a 
: | | 
1640 — , 1,318 N 0,105 — an: 1,423 Durchschnitt 
| | 
1360; — | 3,775 0,103 | — — |—3878 
cae cided GREE a a — — eae 
100, | 0,745 0,267 | — — |—0,732 Bei | 
| pan : 
100| — 1/4918] 2998 | go67 | — |—1905 b%eN | 
Kot | Einfuhr: | 
600 une ¢ | (967 _ unt tom foe 
” 2,010 feucht, | 0,267 1,997) N-Verlust : | 
00) — | 1,044) 558 | 0267; — | — |-1,081) 8549¢ | 
| trocken | l= — 1,221 ¢ N| 
310! — | 1,536 , | 0,267 — — | 9598 | 
mit | pro die | 
, 
19 = — | 0,961|1,873gN} 0,267 | — — |—0,948 im | 
| 
# | | | | Durchschnitt | 
‘610; — | 1,129 | OSG | me | am bel | 
| | | 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXVI. 22 
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Tabelle JI] 





—— 


8 





1 2 3 4 | 5 | 6 | 7 
Ver- . | | Brutto- | N-Gehalt |) N-Gehal 
re- | | kalorien | . ee 
suchs- Periode | Datum | __| Standartnahrung | pro 1 kg 6 “e | der Zulagen 
tag _wicht | \(berechnet | >t@ndart- = 
| | fiir 21 kg | Bahrung | Salpeter 
Nr. 1913 kg | | Gewicht | g , 
| | | | | — 
™ , | ‘Standartnahrung, |. 4o- | , a 
2 4 ») 4 3: 9 Nitratlosung 
17 3.—4. IIL] 20 800) “ANCOR DA NTUNE: Ica. 135Kal.| 0,28 | uy nite, 
| | 3,449 g Nitrat-N 
| {aupt- | | | -  t 
3  Haupl- | g¢_5, | — | — desgh =|» 185 » | 0,28 dese 
| | | 
19 | periode | 5-6 | — | > 135 >» | 0,28 , 
| | 
20 (Zulagen 6.—7 wm > » 135 | 0,28 
21 a a > l> 135 > | 0,28 
4 Salpeter 8.- 9 ae | > » 135 | 0.28 
23 zur | 9-10. | — : >» 135 > | 0,28 
: | Gehalt 
94 (Standart-\40—11. | — | > > 135 0,28 an Nitrat-N 
| ; == 3206 
' kost) | | 
25 114.—12. | — | > 135 >» | 0,28 desgl. |] 
26 12.138. | — | > >» 185 > | 0,28 
| | 
a 7 a 
27 13.-14. IIL. 21.500 Standartnahrung, .. 1435 Kal. 0,28 0 
| wie vorher | , 
Nach- | | | 
28 | 14.—15. — | desgl. > 135 >» | 0,28 0 
| periode | | . ° | 
9G |. eo pea > > 5 28 
29 | Standart- 15.—16. | 135 | 0,28 0 
30 | Kost 16-17. | — > » 1385 > | 0,28 0 
| | | | 
31 | allein, 17.—18. | 20900 ‘ i> 185 >» | 0,28 | 0 
| | | 
2 wie 18.—19. | — ; )> 135 > | 028 | v 
| | 
3 | page | | : I> 185 >» | 028 | 0 
__periode II) | | | | 
34 20.—21. | — » |> 135 | 0,28 | U 
| | | | 
38 21.—22. | 21500) > '> 135 >» | 0,28 | 0 
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‘q— «10 11 12 13 | 14 | 15 | 16 17 18 
Gesamt- N , Nim | , | ee). 
halt 7 N | im | Kot Kot | (ie- Sal- dahl: N-Bilanzen 
lagen g Urn- im Urin pro pro die samt-N- peter-N- 7 Bemer- 
| aa Urin brews | | | Bilanz | Bilanz | Bilanz | led kungen 
mene* (nach | Kjel-| Periode | schni ro die pro die pro die Periode 
sia Dumas) dahl)| lich) |P P 'P , " 
ccm g g | 8 g | 8g | g | g 
. | |Kjeldahl-| Bei einer Gesamt- 
—— sal | N , N-Einfuhr von ; 
) mt 4g 1590 | 2,725 | 0.801 | a on ' '+- 0,777 i 1, 449 — 0,681 36.861 ¢ N Stuhl 
itrat-N | | Kot: | Nitrat-N) | in aaa — wiahrend 
| ‘ yeriode: 
a 1190 1,966 | 1,331 215 ¢  desgl. 4135 36 +2, 738 — 1 202 ee 00g N der 
| | feucht at 141 ¢ BN — 
1330 4,669 | 1,843 | | 60 . . 4 167 —0, 452|— 0,714 aro ‘die. -Haupt- 
- 1: eriode 
1350 4,650 | 1,002/trocken) = | 1,148|— 0,275, — 0,873 OS Nitra sche 
| | mit | = 34,061 gN, _.. lic} 
1050 6,698 | 1,223} 9971g) » |—3, 196 — 2,102 — 1,094 “davon retiniert’ Sparlich, 
600 | 5.272 | 30a7/Sesamt-|  , i497 70/4 1,128 — 2.898 pro Periode 
| | N, | | = + 0,067 g N 
950 8,922 | 0,991) bezw. » = 2,420 — 1,558 — 0.862 pro die. 
‘ | | 1,508 g | ‘so Rjelaeni- 
at-N L} 740 5,478 | 2,749) Kjel- | > i— 2,119) +0 501 — 2,620 = 28 g, 
306 7 dabei Verlust 
dahl- | des Koérpers an 
‘], | 1130 4,563 | 2,488 N. > | 204 44, 155 »— 2.359 Kjeldahl-N 
| 0,149 g | == 14,775 g 
| Kje Idahl- pro Periode 
2150 6,747 | 1,603 | |. — 3, 389. — |, 917 — 1472 = —1477¢N 
| } (+ 0,079 g| pro die. — 
| a | Nitrat- = ~ RA pacte : ae 
1660 1.898 | 1.822 | 0,219 |— 1,837 — 0,076 — 1,761 ’ 
| | | Gesamt- 


919 | 1517 — 0171 — 1.346 N-Einfuhr 
0,219 |— 1,517 — 0,171 — 1,346 _ 9594 y. 


—_— 


1200 1.578 1,407 | Kot: 


1280 = 1,866 1,700 300 g | 0,219 — 1,805 — 0,166 — 1,639 Gesamt- 


76 - feucht, , | al —_ ,| N-Verlust an 
(69 1,878 | 1,5 543 | | 0,219 |— cde haat Wit aaain Kjeldahl-N 


| 108 g | | 
1300 1,497 | 1,499 ltrocken | 249 — 1,436 + 0,002 — 1,438) ° eset Bo 
| = — ieee s 
L100) nn + 1,629 | mit | 0219; — | — — 1,568 pro die. 
70 — 1,348 /5976EN) goyg | — | _- |eges7 — Verlust 
| an Nitrat-N 
— |—1,949 — — 0,746 ¢N. 


310, 2.010 | 0219 | — 
| 


060 | 4,522 | 0,224 | — — |—1,466 
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Tabelle [Vy 



































| 6 | 7 | 8 
| | Brutto- | | N-Gehalt 
Ver- | | Ge- kalorien —" der 
suchs- Periode | Datum | Standartnahrung | pro 1 kg | | Zulagen 
' | wicht (berechnet/|Standart-| i 
ag | fiir ein | | an 
| nahrun 
| | Gewicht | 5 | Salpeter 
Nr. | 1913 | kg von 18kg) sg g 
| , Fr Ill | 22 200) Hunger, 0 | 
i Vor- | ee | Wasser nach Belieben 0 | —_ 
2 | 5.—6. — desgl. 0 0 ‘ 
3 | periode!l| § —7, _ > 0 0 a 
4 | (Hunger- | 7—8: -_ : 0 0 _ 
5 | 8.—9. we : 0 0 _ 
g | PO) ong | ae | . 0 0 : 
7 | 10.—11. o > 0 0 | _ | 
8 CC oe ‘ 0 i ae 
9 Vor- |12.—13. III.! 17,000! Taglich: 510 g Stirke, |ca.160Kal.! 0,29 | i | 
10 periode Il)43, 14. eae ee «| | |} : 


. od a. '5 g Knochenasche, 3 g : | 
11 (Standart-|14.—15. —— ‘Kochsalz, 1 cem Cibil.| ” 160 » 0,29 | 


| 
12 kost |15,—16. | — |10 Tropfen Eisenchlorid,| » 160 








>| 0,29 | | 
13 7 — 116.—17 oa | 1250 ccm Wasser, » 160 » 0,29 | ™ | | 
4u agen —_— € af | | 
14 m 17.—18. | i. poe rece 0,8.g Lecithin} » 160 » | 0,29 | : | 


| 30 cem einer Li 
































15 18.19. IIL] 18,100, Standartkost [44 s69Kal,) 0,29 sungvon NaNO] | 
| wie vorher ene 

te | Banpt- |19. 20 160 >| 029 | dest’ | 

) meee YI — » » oe qaesgi. 

7 | periode |99 91, is >160 >| 029 | 

18 | utagen [21.—29. wns »160 >| 0,29 — > 

19 | on (22.23. _ 160 >| 0,29 | 

20 | Salpeter |23-—24- * »160 >| 0,29 | 

21) a, (24.25. - >160 » | 0,29 | 

22 Standart. |2>-—26. _ >160 >| 0,29 | 

23 Kost) (26-27, = »160 >| 0,29 | 

24 | 27.—28. — > 160 > | 0,29 | , 

25 28,—29, _ >160 » | 0,29 | , 

26 29.—30. Il. 18,000 wie vorher ca.160Kal.| 0,29 | 0 

27 Nach- 30.—31. | — >160 >| 0,29 | 0 

28 periode 31.1IL-1.1V.) — »160 >| 0,29 | 0 

29 |wie Vor-| 1—2.IV.| — > 160 » 0,29 | U 

30 |periode II) 2.—3. | ~~ > 160 » 0,29 | U 

31 | C= a >160 >| 0,29 | 0 

32 | | 4.—5. | 17,000 »160 >| 029 | 0 
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le IV, Versuch an Schwein XIV.) 





4 | 15 | 16. 17 18 













































8 0 11 22 13 | | 
ehal Ge- N | N im Kot! Sal Kiel 
‘ |... samt-N) im | Kot Gesa {t-| sal- | Ajel- — 
el | Urin- — id pro die sam aaa | dahl- N-Bilanzen | 
gen ; pro | (durch- N-Bilanz|_P Bemer- 
-f _ (nach (nach | N- Bilanz’ pro 
" menge “py. Kjel-| Periode Schnitt-| pro die | aga Bilanz kungen 
mas) dahl) | lich) | |P |prodie/ —_Periode 
g g | 8 s | €.t. Bits 
a (4,208 Kot I | 0,194 | — — |—4397 Gesamtverlust | 
— /-2,232 326 g | 0,194 | — — |—2,426 des Kérpers 
ai | 550 = /1,960; 41 g | 0,194 | — — i 2.154 periode 
= | Qe) —- | yA 2,375 ’ trocken — | — | ne ms 2,060) — = 99 {887 g I N | 
| 200 — | 3,362) mit 0,194 ) — = 3,996 — — 3611 gl N 
os | 320) — |8,651)4 555g N 0,194 | — _ 3,845) pro die | 
Ae | 170 — | | 3,205) 0, 194 | _— shad han 3, 399 | 
~ | 480 =— |3,005| Kot | 0285 | — | — |—8,000| pei 1.74 g N- 
“ | iQ — | 1,330, bia | 0,285 | --- | — — 1,3 325 Einfuhr 
| H1120 — | 1,418] “8° | oogs | — | — |—1,410) Ge Ooo F 
| _ |qarel 89g | qyoar | _ | _ I. == 10,567 g 
7 | vin | sini trocken | _— +e “— =— 1,761 ¢ N 
| 70, — (1,341) mit | 0,285 i — j|—1, 336) pro die | 
. | 960) — 2,148'1, 708gN; 0,285 | — | — |— 2,143) 
ner Li ; a ee a 
.aN | ( | iresamt-N-Einft 
wt | 630. 2,228 1,048 Kot Il Bea O25 086g N, 
86g N 840 g | Nitrat-N) | gy Mee 
gl} | 1210 2,971 | 1,269 | desgl. = 1 552 +-0, 130|— 1,682 a teen | 
1340 2,970 | 1,344! ae | , 1,551 +0206 — 1,857 pro’ die. | 
peo 5 lied | Ni >] | 
its 3,175 1,727, mit |» — 1,756) ++ 0,384 — 2.140 yearn | 
1800 3,445 | 2,017, 9,439 g| > |—2 026) + 0,404'— 2,430 as oe 
1449) 2901 1 ,780, aa > — 1, ariel + 0, 711 — 2.193, re tinie rt 3 Sag 
830 2,935 | 1,598) > | — 1,516) + 0,495|— 2,011) = +08 6 N 


: pig 1,701 g | 
1150 3,262 | 2 5,25 ‘Nitrat-N) » '—1 843) —1 095 — 2.938 ectie ie el 
dah =—33,19¢g 


1530 | 5,336/2,453} und | » | —3,917| — 1,052/— 2,866 Socket 4 tes 

, - SU ¢ 0 pe rs’ 
1430 5,164 | 2 543) 4, 738 g | m =" 745, —» Q; 789) — 2.956) an Kje Idahl-N Stuhl etwas 
1350 3,130 | 2,687\dahl - Ni 0,161% — 1,699 +1,397|— 3,055, =—238eN |, 


Nitrat -N) 





800 2,925 2,158! Kot IV | 0,555 — — 0,772|— 2,418|kinfube an K jel- 
; dahlI-N = 2,03 g,| 


| 120 2,959 2,578) 375 g 0,555 | — 3,224) — 0,381|— 2,843 yerinst a. Karpers! 
900 2.533 | 2447 feucht, | 0,555 | — 2,798) — 0,086 — 2,712 an Kjeldanl-N 





710 | 1,993 132 g | 0,555 \ — 2,958] “S00 eN | 

6,272 | "ono! 9 \_ 6 .802$— 0,017 : ae | 
1100 f°“ | 4.962! trocken| 0,555 f i 527, Rite | 
¥ . paar ; erlust d. Kérpers| 
ro 5.150 3,244) mit | 0,55: 9) \ —_ 5.6804 — 0.02 tie 3,509, = ae | 
210 f 1,8863,885gN, 0,555 f > -~~81e|) "- re | 
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scheint zur Vollziehung dieses Reduktionsvorganges das gleich- 
zeitige Vorhandensein einer Aldehydgruppe notwendig zu sein. 

Ob die Reduktion des retinierten Nitratstickstoffs nach 
einer der beiden erwiéhnten Richtungen vor sich geht, oder 
auf andere Weise, entzieht sich natiirlich vorlaufig vollstandig 
unserer Kenntnis. Ebensowenig laft sich sagen, ob und welche 
Rolle Darmbakterien bei diesen Reduktionsprozessen spielen. 
Am wahrscheinlichsten aber ist wohl, da{B entweder Ammoniak 
selbst oder eine NH,-Verbindung schlieSlich als Endprodukt 
entsteht. Die Ausscheidung derartiger Verbindungen miifte 
zu einem Anwachsen des Kjeldahl-Stickstoffs im Urin wahrend 
der Fiitterung mit Salpeter fihren. Etwas derartiges findet jedoch 
nicht statt, im Gegenteil, die Regel ist ein Herabgehen der 
Werte. Wenn sich auch nicht sicher entscheiden laBt, ob diese 
Einschrinkung die geringe Mehrausscheidung verdeckt, so wiire 
doch denkbar, dafi die durch Reduktion der retinierten Nitrat- 
mengen entstandenen NH,-Verbindungen in dhnlicher Weise 
Stickstoff sparen kénnen, wie es fiir die per os gefiitterten 
Ammoniaksalze erwiesen ist. 























Uber Anwendung der Dialyse zu quantitativen Bestimmungen. 
Von 


A. Golodetz. 





Mit drei Abbildungen im Text. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der II. medizin. Klinik der Kgl. Charité, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Mai 1913.) 


Die Eigenschaft der tierischen Membran, Krystalloide von 
Kolloiden zu trennen, wurde bis jetzt in der analytischen 
Praxis sehr selten ausgenutzt. Die Schwierigkeiten waren 
hauptsichlich durch die Langsamkeit des Dialysierprozesses, 
die eine quantitative Durchfiihrung desselben hinderte, bedingt. 
Die zur Dialyse gebrauchten Apparate waren so unvollkommen, 
daf man ungeheuer grofe Mengen Wasser bendtigte, um das 
Kolloid in vollig reinem Zustande zu erhalten; dabei resultierte 
das Krystalloid in einem derartig verdiinnten Zustande, dab 
seine quantitative Bestimmung ganz unmdglich wurde. Und 
doch ist in sehr vielen Fallen das Interesse gerade auf das 
Krystalloid gerichtet. Es braucht nur auf das Gebiet der 
physiologischen und teilweise der gerichtlichen Chemie hinge- 
wiesen zu werden, wo die quantitative Isolierung von Kry- 
stalloiden aus Substanzen tierischen oder pflanzlichen Ursprungs 
zweifellos von groBem Wert wire. So z. B. erscheint es sehr 
wichtig, aus tierischen und pflanzlichen Sekreten, Ausschei- 
dungen usw. die darin enthaltenen Salze fiir sich zu gewinnen. 
Zwar lassen sich die Kationen dieser Salze durch Veraschung 
auf nassem und trockenem Wege genau bestimmen, die Anionen 
jedoch entgehen uns hierbei vollig. Auch erscheint die Metall- 
bestimmung in vielen Fillen sehr schwierig und man kann 
keine einzige Veraschungsmethode nennen, bei der alle Me- 
talle quantitativ bestimmt werden konnten. 

Es steht fest, daB die Bestimmung der Salze in tierischen 
und pflanzlichen Substanzen, wie sie in Organen vorliegen, 
die Erkennung der Art der gegenseitigen Bindung der Elemente 
unmoglich ist ohne Anwendung der Dialyse, des einzigen Pro- 
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zesses, bei dem die Bedingungen, die irgend welche che- 
mischen Umwandlungen innerhalb der Molekiile hervorrufen 
konnen, fehlen. Die Dialyse ist ferner in noch einer Hinsicht 
fir die physiologische Chemie wertvoll und zwar bei der 
Frage, ob sich das Metall in organischer oder anorganischer 
Bindung befindet. Die Dialyse gibt dariiber Auskunft, da be- 
kanntlich nur die anorganisch gebundenen Metalle diffusions- 
fahig sind. Wenn beispielsweise in der Milch das Phosphor 
in 3 Formen vorhanden sein kann: in organischer Bindung 
(Casein, Lecithin) als lésliches Salz und als unlésliches emul- 
giertes phosphorsaures Calcium, so kann iiber die Frage der 
Verteilung des Phosphors unter diesen 3 Formen allein die 
Dialyse einen gewissen Anhaltspunkt geben. 

Ks gelang mir, Apparate zu konstruieren, die allen An- 
forderungen an eine genaue quantitative Dialyse geniigen. Mit 
Hilfe dieser Apparate konnte ich quantitativ den dialysablen 

Anteil eines Gemisches in einem derartig 
aa konzentrierten Zustand gewinnen, daf 
die weitere Bestimmung keine Schwie- 
rigkeiten mehr bieten konnte. Die Kon- 
struktion beruht einerseits auf der Ver- 
groBerung der dialysierenden Oberflache 
und anderseits auf der Beschleunigung 
| des Dialysierprozesses selbst. Zu dem 
Hl ersteren Zweck bekommt der sogenannte 
I 1 Dialysierstrumpf die folgende Form: 
> r Fischblase oder Pergamentschlauch wer- 

den mit Wasser angefeuchtet und so um- 
gekrempelt (siehe Fig. 1), daB sich ein 
ringférmiger Raum bildet, welcher nun als 


— 

















i a 
eo 


Fig. 1. Behiiter fiir die zu dialysierende F'liissig- 
keit dient. Hierbei ist das Verhaltnis zwischen Volumen und 
Oberfliche ein viel gréBeres, als bei gewohnlichen zylindrischen 
Striimpfen. Zur Beschleunigung des Dialysierprozesses selbst be- 
nutzte ich das den Soxhletschen Extraktionsapparaten zugrunde- 
liegende Prinzip, d. h. ich umgebe die dialysierende Sub- 
stanz mit stets frischem destilliertem Wasser, welches 








ee “ 
1 siescoeateaeas ance Vise KE 
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von dem Dialysat selbst kontinuierlich durch Destil- 
lation geliefert wird. Zu diesem Zwecke ist das GefiiB, in 
dem die Dialyse stattfindet, so mit dem Destillationskolben ver- 
bunden, dafi ein stiéndiger Abflu8 des zur Dialyse benutzten 
Wassers nach dem Kolben und ein stindiger Zuflu8 des durch 
Kochen des Dialysats erhaltenen Destillates nach dem Dialysier- 
zylinder vor sich geht. Wie aus den Fig. 1 und 2 hervorgeht, 
arbeitet der Apparat folgendermaBen: In — =e 
den oberen Dialysierzylinder wird die ( =) ):| 
Dialysierhiilse von der geschilderten Form , 

eingefiihrt und dann mit der betreffenden 
Fliissigkeit beschickt.!) Bei Fischblase 
wird dieselbe oben zugeschniirt, der Per- 
gamentschlauch bleibt offen liegen. In : 
den Zylinder wird sodann so viel Wasser | | 
eingegossen, dai der Zylinder voll wird 
und daB gleichzeitig durch das ange- 
brachte AbfluBrohr der untere Kolben bis 
zur Hilfte des Inhalts sich fiillt. Gleich 
darauf wird die Wasserkthlung in Titig- 
keit gesetzt und das Wasser im Kolben 
zum Sieden gebracht. Der Wasserdampf 
kondensiert sich im seitlichen Kiihler und 
tritt von oben in den Zylinder ein. Das 
Kondensat flieBt weiter nach unten, dann 
nach oben, umspiilt von beiden Seiten 
die Dialysierhiilse, geht dann weiter durch 
das AbfluBrohr zuriick nach dem Kolben, 
wobei es allen dialysablen Anteil mit 
fortnimmt. Der ProzeB geht ununter- | 
brochen vor sich und der Apparat kann Fig. 2. 

ohne jede Gefahr sich selbst tiberlassen werden. Der Zeitpunkt 
der Beendigung der Dialyse laBt sich in der Weise ermitteln, 
daf man von Zeit zu Zeit aus dem oberen Zylinder Proben ent- 
nimmt. Bei Substanzen mit gr6Berer Diffusionskonstanz ist der 









































*) Die Apparate sind gewohnlich auf den Inhalt von etwa 50 bis 
75 cem der zu dialysierenden Substanz berechnet. 
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Prozef in 5—6 Stunden beendet, andere wieder erfordern mehr 
Zeit. Halt man die Dialyse fiir beendet, so montiert man den 
oberen Teil des Apparates ab und erhilt das gewiinschte 
Dialysat geloést in 100—150 ccm. 

Ks ist besonders hervorzuheben, daf das oben im Dialy- 
sierzylinder befindliche Wasser fortwéhrend von unten her so- 
zusagen geheizt wird und stets eine héhere Temperatur, ge- 
wohnlich etwa 50° besitzt. Die erhéhte Temperatur vermag 
im allgemeinen jede Dialyse zu beschleu- 
nigen, kann aber auch mitunter bei 
leicht veridnderlichen organischen Se- 
kreten Zersetzungen hervorrufen. AuBer- 
dem ist bei vielen Bestimmungen, wie 
z. B. im Falle von organischen krystal- 
lisierten Verbindungen(Harnsaure, Purin- 
basen) oder bei Bestimmung von Rest- 
stickstoff und dergleichen zu befiirchten, 
daB sich die dialysische Substanz wihrend 
des mehrstiindigen Siedens im Kolben 
zersetzt. Auf Anraten des Herrn Prof. 
Brugsch habe ich fiir diese Falle eine 
entsprechende Anderung der Konstruk- 
tion vorgesehen: die obere Offnung (siehe 
Fig.3) wird mit einem Stopfen geschlossen 
und der Dialysierraum mit der Wasser- 
pumpe verbunden. Bei 30—40mm Druck 
kann man das Wasser im Kolben, bei 40 bis 
45° im Sieden erhalten, ohne Zersetzungen 
zu befiirchten. Zum Zwecke des gleich- 
miaBigen Siedens werden in die Fliissig- 
keit durch die an der Zeichnung sicht- 

Fig. 3. bare Kapillare Luftblasen eingefiihrt.') 

Mit diesem Apparat sind nun von mir zahlreiche Ver- 

suche an Milch, Blut und _ kiinstlich zubereiteten Gemischen 


'‘) Die beschriebenen Apparate werden in vorziiglicher Ausfihrung 
von den «Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf> in Berlin an- 









































gefertigt. 
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angestellt worden. Zur Beurteilung der erzielten Trennung 
von Krystalloid und Kolloid will ich im folgenden meine Re- 
sultate mitteilen. 

Versuch I. 25 ccm einer 1°/sigen NaCl-Lésung wurden im Per- 
gamentschlauch der Dialyse unterworfen. Nach 1°/s Stunden war im 
Dialysat 0,2525 g NaCl enthalten entsprechend 93°/o der Gesamtmenge 
NaCl. Spater ging die Dialyse langsamer vor sich und erst nach 5 Stunden 
zeigte eine entnommene Probe des Dialysates auf Zusatz von AgNO, 
keine Triibung mehr. 

Versuch II. Dialyse von Milch. Zur Untersuchung gelangten 
25 ccm Milch, welche 5 Stunden lang dialysiert wurden. Im _ Dialysat 
wurden bestimmt Trockenriickstand, Asche, Chlor, CaO und P,O,. Analoge 
Bestimmungen wurden durch direkte Veraschung der Milch vorgenommen. 
Ergebnis: 

















100 ccm Milch enthalten 
Nach Analyse der ] Durch Bestimmung im 
Asche | Dialysat 
g g 
Trockenriickstand — | 4,836 
BOO. «4 «2 0,682 | 0,600 
Chlor.... 0,0604 | 0,0925 
CaO 0,168 | 0,0864 
P.O, « 0,224 | 0,1016 


Aus dieser Tabelle geht hervor, dafs NaCl und offenbar alle anderen 
dialysablen Salze der Milch in vollkommen geniigender Weise durch 
Dialyse ausgeschieden worden sind. Bei der Veraschung hat sich ein 
Teil des Chlors verfliichtet. Vom Gesamtphosphor ist etwa nur die Hilfte 
herausdialysiert, der Rest ist organisch als Casein, Nucleon, Lecithin, 
sowie mdglicherweise in Form von Calciumtriphosphat gebunden. Vom 
Calcium ist ebenfalls ein Teil organisch an Casein oder auch an Tri- 
phosphat gebunden. 


Versuch III. Dialyse von Blut. 25 ccm Hammelblut wurden 
in einem Pergamentschlauch 5 Stunden lang der Dialyse unterworfen. 
Zufolge langen Siedens verfirbt das Wasser im Kolben etwas und es 
scheidet eine phosphor- und kalkhaltige Triibung (Tricalciumphosphat ?) 
aus. Im Dialysat sowie in einer Probe des Blutes wurde die Asche 
bestimmt. 

100 ccm Blut enthalten nach direkter Veraschung 
100 » > als Dialysai 


0,894 g Asche 
0,848» » 
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Auferdem wurde im Dialysat Chlor und P,O, bestimmt und zwar 
enthielt dasselbe 0,2318 g Cl und 0,0504 g P,O,. 

Diese Zahlen entsprechen ungefahr den tiber die Zusammensetzung 
des Blutes von verschiedenen Autoren gemachten Angaben. 

Versuch IV. Speziell zur Priifung der Vollstandigkeit der Aus- 
scheidung von NaCl] wurde noch folgender Versuch gemacht: 

50 ccm Hammelblut, welches durch lang andauernde Dialyse von 
simtlichen dialysablen Bestandteilen befreit worden ist, wurden mit 25 ccm 
1 °/oiger NaCl-Lésung vermischt und das Gemisch der Dialyse in einem 
Pergamentschlauch unterworfen. Nach 7 Stunden enthielt das Dialysat 
0.2452 g NaCl entsprechend 98,1°/o des zugesetzten Salzes. 


In vielen Fallen der gerichtlich-chemischen Praxis ist es wichtig, 
den Gehalt irgend eines Organes, eines Sekretes oder auch eines Genuf- 
mittels an einem Giftstoff quantitativ zu bestimmen. Haufig bietet die 
Isolierung des Giftstoffes ungeheure Schwierigkeiten und auch die Ver- 
aschung erweist sich mitunter als unanwendbar. Da erscheint die Dialyse 
mit meinem Apparat als eine sehr wertvolle Methode. Zur Illustration 
sollen folgende Beispiele dienen. 

Versuch V. 50 ccm Milch wurden mit 10 ccm einer Lisung von 
0,1854 g KCN in 200 ccm Wasser entsprechend 0,00927 g KCN vermischt. 
Es wurde gerade diese Verdiinnung genommen, da bei einem solchen 
Prozentgehalt die genaue Bestimmung des Giftes in gerichtlich-medizi- 
nischer Beziehung von entscheidender Bedeutung sein kann. Das erhaltene 
Gemisch wurde 7 Stunden lang der Dialyse unterworfen, als eine aus 
dem Dialysierzylinder entnommene Probe keine Reaktion mehr mit AgNO, 
gab. Sowohl in der urspriinglichen Mischung, als auch im Dialysat wurde 
das Cyankali nach Liebig bestimmt: 

Angewandat 0,00902 g KCN 
Im Dialysat wiedergefunden 0,00874 > » 

Versuch VI. In 50 cem kiinstlichem Mageninhalt (eines Gemisches 
von gekautem Brot, Wasser, Salzsféure und Pepsin) wurden 0,0185 Oxal- 
siiure (H,C,O, - 2 H,O) aufgelést, und die Mischung einer 6stiindigen Dialyse 
unterworfen. Im Dialysat wurde die Oxalsiure durch Fallen mit Chlor- 
calcium bestimmt. Gefunden 0,00675 g CaO entsprechend 0,0152 g Oxal- 
siure. In diesem Falle gab die Dialyse kein genaues quantitatives Re- 
sultat. Das liegt wohl daran, daf\ fiir die Oxalsaéure bei dieser geringen 
Konzentration eine sechsstiindige Dialyse eben nicht ausreicht. 

Versuch VII. 50 ccm Reissuppe vermischt mit 20 ccm einer 
Lésung von 0,1715 g As,O, in 200 ccm Wasser entsprechend 0,01715 g 
As,O, wurde 6 Stunden lang dialysiert. Die darauf erfolgte Arsenbestim- 
mung im Dialysat nach Mohr gab 0,01719 g As,O,. Demnach ging die 
Siure quantitativ ins Dialysat tiber. 
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Diese genau ausgeftihrten verschiedenartigen Unter- 
suchungen bringen einen geniigenden Beweis dafiir, daf die 
von mir beschriebenen Apparate eine bequeme und schnelle 
quantitative Dialysatbestimmung ermdglichen. Mit der Modi- 
fikation der Apparate, welche fiir Dialyse leicht zersetzbarer 
und verdnderlicher Stoffe angepaft ist, wurde keine besondere 
Versuchsreihe angestellt. Es ist fiir Herrn Dr. H. Rosenberg 
das Recht vorbehalten, in unserem Laboratorium Versuche 
zur Bestimmung von Harnsdure im Blut mit Hilfe meiner Dia- 
lysatoren zu machen. 











Einwirkung von Chliorwasserstoffgas auf eine durch Erhitzen 
veranderte Diastase. 


IX. Mitteilung. 


Von 
Theodor Panzer. 


Der Redaktion zugegangen am 14. Juni 1913.) 


In der ersten Mitteilung der vorliegenden Aufsatzserie') 
wurde gezeigt, daB Diastase beim Behandeln mit trockenem 
Chlorwasserstoffgas unwirksam wird, und es wurde diese Tat- 
sache darauf zuriickgefiihrt, daB der Chlorwasserstoff sich mit 
einer zur diastatischen Wirksamkeit notwendigen Atomgruppe 
der Diastase chemisch verbindet. Wenn man anderseits eine 
wiisserige LOsung von Diastase kocht, so verliert sie bekannt- 
lich ihre diastatische Fiihigkeit. Nach den Voraussetzungen, 
von welchen ich bei meinen Fermentuntersuchungen ausgegangen 
bin, mufte ich annehmen, daf durch das Erhitzen einer Losung 
von Diastase gleichfalls eine fiir die diastatische Wirkung not- 
wendige Atomgruppe der Diastase chemisch verandert wird. 
Diese und die folgenden Arbeiten sollten sich nun mit der Frage 
beschiiftigen, ob die Atomgruppe, welche durch Einwirkung 
von Chlorwasserstoff chemisch gebunden wird, dieselbe ist wie 
die Atomgruppe, welche durch das Kochen chemisch verdndert 
wird. Zuniichst wiederholte ich die Versuche, welche ich mit 
wirksamen Diastasepréparaten angestellt hatte, mit einem durch 
Kochen unwirksam gemachten Diastasepriiparate und studierte 
die Veriinderungen, welche die Einwirkung von Chlorwasser- 
stoffgas, Ammoniakgas, bezw. die aufeinanderfolgende Einwir- 
kung von Chlorwasserstoffgas und Ammoniakgas an dem un- 
wirksamen Diastasepriiparate hervorbrachte. 

In diesem Aufsatze soll nun tiber den ersten Teil dieser 





') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 276. 
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Versuche, und zwar denjenigen berichtet werden, welcher sich 
mit der Einwirkung von Chlorwasserstoffgas beschiiftigt. 

Mir lag, um Vergleichungen anstellen zu kénnen, daran, 
die Versuchsbedingungen mdglichst aéhnlich denen zu gestalten, 
welche bei den Versuchen mit wirksamen Diastasepriiparaten 
eingehalten wurden. Dementsprechend sollte auch das Ver- 
suchsobjekt, das unwirksame Diastasepriiparat, einem der in 
den friiheren Arbeiten verwendeten wirksamen Priparate, ab- 
gesehen von der Erhitzung, tunlichst éhnlich sein. Es schien 
mir praktisch, ein Priparat darzustellen, welches den in der 
ersten Mitteilung als «gereinigt» bezeichneten Praparaten ver- 
gleichbar ist, und verfuhr daher wie folgt. 

100 g des Diastasepraparates, welches in der ersten Mit- 
teillung unter dem Namen «Diastase III» naher beschrieben 
worden ist, wurden mit 11 Wasser angeriihrt, die LOsung wurde 
filtriert und in 101 95°/oigen Alkohol gegossen. Nach dem 
Absitzen wurde der entstandene Niederschlag auf einem Filter 
gesammelt, mit 95°/oigem Alkohol ausgewaschen, nach dem 
Abtropfen des Alkohols mit 11 Wasser angeriihrt, die L6sung 
filtriert, das Filtrat nach Zusatz von etwas essigsaurem Natrium 
zum Sieden erhitzt und 5 Minuten lang im Kochen erhalten. 
Nach dem Erkalten wurde die gekochte Fliissigkeit, welche 
gleichmibig getriibt war, ohne einen Niederschlag abgesetzt 
zu haben, in 101 95°/oigen Alkohol gegessen. Der dadurch 
ausgefaillte Niederschlag wurde auf ein Filter gebracht, nach- 
einander mit 95°/oigem Alkohol, absolutem Alkohol und Ather 
gewaschen und, nachdem der Ather an der Luft verdunstet 
war, im Vakuum tiber Chlorcalcium getrocknet. Dieses Pra- 
parat, welches mit «Diastase gekocht Ill» bezeichnet wird, 
erwies sich bei der Priifung mit Fehlingscher Loésung voll- 
kommen zuckerfrei und zeigte, wie spater beschrieben werden 
wird, keine diastatische Wirkung. 

Die Analyse des Priiparates, welche in gleichem Sinne 
gefiihrt wurde, wie in der ersten Mitteilung beschrieben worden 
ist, ergab folgende Zahlen: 

Stickstoff: 0,1833 g lieferten 7,8 ccm N bei 19,2° C. und 
750,4 mm, entsprechend 4,93°/o N; 
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0,1814 g lieferten 7,8 ccm N bei 18,1° C. und 745,8 mm, 
entsprechend 4,97°%/o N; 

im Mittel: 4,95°/o N. 

Asche: 0,2601 g lieferten 0,0138 g Asche, entsprechend 
5,30°/o Asche; 

0,2193 g lieferten 0,0121 g Asche, entsprechend 5,51 °/o 
Asche: 

im Mittel: 5,41°/o Asche. 

Amidstickstoff: 0,5262 g lieferten 3,8 ccm N bei 18,9° 
C. und 746,7 mm, entsprechend 0,41°/o N; 

0,4933 g lieferten 4,1 ccm N bei 18,8° C. und 738,5 mm, 
entsprechend 0,46°/o N; 

im Mittel: 0,44°/o N. 

Titrierung und Formoltitrierung: 0,5550 g_ver- 
brauchten zur Neutralisation 0,112 ccm Normallauge (ent- 
sprechend 20,2 ccm fiir 100 g Substanz), weiter nach Zusatz 
von Formol 0,079 ccm Normallauge, entsprechend 0,18 °/o N; 

0,5480 g verbrauchten zur Neutralisation 0,092 ccm 
Normallauge (entsprechend 16,8 ccm fiir 100 g Substanz), 
weiter nach Zusatz von Formol 0,098 cem Normallauge; ent- 
sprechend 0,25°/o N; 

Im Mittel: zur Neutralisation 18,5 cem Normallauge fiir 
100 g Substanz und 0,22°/o formoltitrierbaren Stickstoff. 

Die folgende Tabelle stellt die hier gefundenen Mittelwerte 
in prozentischer Berechnung mit den Mittelwerten eines ver- 


gleichbaren wirksamen Diastasepriparates zusammen: 
————————————————————————————————————E 











Diastase | Diastase 
gekocht III | gereinigt IV 
ee ee 4,95 5,46 
ee ee ee ae 5,41 3,56 
Amidstickstoff....... i 0.44 0,43 
Formoltitrierbarer Stickstoff. .. . 0,22 0,18 
Aciditit in ccm Normallauge fiir ; | 
100 g Substanz ........ 18,5 32,4 


Gewif ergeben sich Unterschiede zwischen den beiden 
Priparaten, doch scheinen mir diese Unterschiede nicht so 
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weit diskutabel, um daraus einen SchluB auf den chemischen 
ProzeB zu ziehen, welcher beim Erhitzen des Diastasepriiparates 
vor sich gegangen ist. 

Im weiteren war die Versuchstechnik genau dieselbe wie 
bei den Versuchen, welche in der ersten Mitteilung beschrieben 
worden sind. 


Behandlung mit Chlorwasserstoff. 


Uber die Mengen Chlorwasserstoff, welche in mehreren 
Versuchen von der «Diastase gekocht III» aufgenommen und 
nach Uberleiten von Luft bei Zimmertemperatur zuriickbehalten 
wurden, gibt die folgende Tabelle AufschluB. 





Verwendete Menge Aufgenommene | 








des Diastasepriparates |Chlorwasserstoffmenge | mn 
g g | Prozenten | 
0,1922 | 0,0193 10,04 
0,5980 | 0,0598 10,00 
0,5494 0,0522 | 9,50 
0,2356 | 0,0222 942 
0,4853 | 0,0461 | 94 
0,4646 0,0447 | 9.62 
0,5144 | 0,0480 | 9.33 eenn 
0,5064 0,0459 | 906 | _ ,. 
0.2144 | 0,0213 1 g93 | conte 
0,5546 | 0,0580 | 10,46 | 
0,5602 0,0532 f 9.50 
0,5184 0,0457 | 882 
0,5144 | 0,0475 9,23 
0,5183 | 0,0529 10,21 
0.5259 | 0,0680 12.93 
0,3983 | 0,0416 10,45 


Die aufgenommenen Mengen Chlorwasserstoff stimmen 

im allgemeinen mit den Chlorwasserstoffmengen iiberein, welche, 

wie aus der ersten Mitteilung zu ersehen ist, von den ent- 

sprechenden wirksamen Priparaten («Diastase gereinigt III und 

IV») aufgenommen worden sind. Sie sind vielleicht im Durch- 

schnitt ein wenig kleiner wie dort, was mit dem vielleicht 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 23 
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als zufallig anzusehenden geringeren Stickstoffgehalt der ge- 
kochten Diastase zusammenhangen mag. Durchwegs aber liegen 
sie auch hier unter dem dem Stickstoffgehalt aquivalent be- 


rechneten Chlorwasserstoffwert. 


Wie dort wurden auch mit 


der gekochten Diastase nach Behandlung mit Chlorwasserstoff 
Auspumpversuche angestellt; ihre Resultate zeigen die beiden 


folgenden Tabellen. 


In Gewichten. 














> i I | Wt | div. |G. 
| g | 6 | 6 | @ |] g 
l ] 
Verwendete Menge des Diastase- | | | 
NE 6 Se a ee De 0,1922  0,5183 0,3983 | 0,5980 | 0,5494 
Aufgenommene Chlorwasserstoff- | | 
RR ia Ss we eee ee 0,0193 | 0,0529 | 0,0416 | 0,0598 | 0,0522 
Das Praparat enthielt noch Chlor- | 
wasserstoff : | 
we 15S: 6-0 @ 0,0141; — — | 0,0464 | 0,0461 
>» 2. » 0,0166 | 0,0430; — |0,0430; — 
. Ww «+ & wes 0,0154 | 0,0423 | 0,0347 | 0,0403 | 0,0424 
. Be w& « + «2G 0,0151| — /|0,03388) — _ | 0,0417 
oe ee ees — — | 0,0333 | 0,0381 | 0,0409 
: oe wa «ee oe 0,0149 | 0,0396 | 0,0317 | 0,0372 | 0,0400 
‘me © sa«ee 0,014-4 | 0,0391 | 0,0312 | 0,0362); — 
hw «iw «ces 0,0143; — _ | 0,0304 | 0,0354 | 0,0385 
em @ «4.0.45 0,0140 | 0,0377; — - — 
Ge t& eh eca 0,0146 | 0,0371 | 0,0297 | 0,0341 | 0,0382 
ee. Gk ceeds 0.0139} — |0,0295;| — _ | 0,0379 
‘Oe “6 <4 eae — 0,0363 | 0,0293 | 0,0335 | 0,0378 
eR ce 2k edn 0,0137 | 0,0361 | 0,0286 | 0,0334 | 0,0369 
a ae ee 0,0137 | 0,0358 | 0,0285 | 0,0333 | 0,0369 
a we aw ae 0,0139} — _ | 0,0281 | 0,0327 | 0,0366 
‘ee: & sea 0,0137| — — {|0,03825; — 
a ae ee — 0,0350 | 0,0281 | 0,0323 | 0,0365 
>» 18 » ... . «| 0,0133) 0,03845|0,0277; — | 0,0364 
oo eee ee | — | 0,0345 | 0,0275 | 0,0326 | 0,0355 
. arr | 0,0134| 0,0345 | 0,0275 | 0,0304) + — 
— eo — 0,0339 | — — a 
> 22. 6 63~S’h ee * — — — = — 
oe oe ee ax — 0,0339; — — | 0,0345 
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In Prozenten. 











Aufgenommene Chlorwasserstoff- | | | 


menge . -| 10,04 | 10,21 | 1045 | 10,00 | 9,50 
Das Praparat enthielt noch Chlor- | | 
wasserstoff : | | | 
am 1. Tage. ....}] 7,34; — | — | 7,76 | 8,39 


i 


> @ » .....| O66! Sto] — | tei — 
» Rm » wees | SOS!) O26] B72 | O94 | 7:92 








> eh > ase) Bel — | ote] — | 280 
~ & « | — | — | 886 | 6,37 | 7,44 
~ & * | 7,751 7,64 | 896 | 622 | 7,28 
> 7 » | 7,50 | 7,54 7,83 6,05 | — 

» 8 >» | 744) — | 7,63 | 5,99 | 7,01 
“eh > 739 | nn oe 

+10: 7,60 | 7,16 | 7,46 | 5,70 | 6,96 
>i. > ..| 724} — | 741 | — | 6,90 
» 12, >» | — | 7,00 | 7,36 | 5,60 | 6,88 
> 18. > 713) 697 | 7,18 | 5,59 | 6,72 
> 14. > 7,13 | 691 | 7,16 | 5,57 | 6,72 
> 15. > | 7,24 | — | 7,06 | 547 | 6,66 
16. >» | 718} — | — | 542) — 

> 17. » -- | 6,75 | 7,06 5,40 | 6,64 
»18 >» .....| 692) 666 | 696 — | 663 
>19 >» ...../ — | 666 | 6,91 | 5,45 646 
» 20, » 6,97 666 | 691 508 — 

[ae ce DE me | om Po 

We © «<< aah oe 7 oe Powe] em fm 

> 23. » | — | 654 | — ~« | O68 


Die Auspumpversuche verlaufen auch hier ganz dhnlich 
wie bei den analogen Versuchen mit wirksamen Diastase- 
praparaten, sie zeigen gleichfalls in den ersten 3—4 Tagen 
einen raschen Gewichtsabfall, und von da ab eine langsame, 
ziemlich gleichmifige Gewichtsabnahme. Diese gleichmafbige 
Gewichtsabnahme geht vielleicht noch langsamer vor sich als 


bei den wirksamen Priparaten, so dafi das Gewicht der Pri- 
23% 
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parate am Ende der Versuche (am 20. Tage entsprechend 5,08 
bis 6,97°/o Chlorwasserstoffgehalt) durchschnittlich noch héher 
ist wie bei den analogen wirksamen Praparaten (am 20. Tage 
entsprechend 4,98 bis 5,34°/o Chlorwasserstoffgehalt), doch 
mag dieser Unterschied méglicherweise auch nur Zufall, durch 
Au8erlichkeiten in den Versuchsbedingungen verursacht sein. 

Im iibrigen passen auch hier die dort angestellten Be- 
trachtungen und Schitzungen, welche ich nicht nochmals wieder- 
holen will. 


Bestimmung der Aciditiat. 


Die Resultate gibt die folgende Tabelle, in welcher unter 
den Auspumpversuchen Versuche verstanden sind, welche mit 
dem ausgepumpten Material der Auspumpversuche IV und V 
angestellt sind. Der Wert, welcher in dieser Tabelle fiir Chlor- 
wasserstoffgehalt angegeben wird, entspricht dem Gewichte der 
Priiparate am Ende der Auspumpperiode. 


























| 
Verwendete Menge | Normallauge verbraucht 
| Chlorwasserstoff- | 
des | zur | zur 
" | gehalt as 
Diastasepraparates | Neutralisation | Formoltitrierung 
£ | g ccm ccm 
0,4853 | 0,0461 1366 | 0,097 
0.4646 | 0,0447 1,324 0,058 
Auspumpversuche. 
0.5980 | 0,0304 0,952 | 0,056 


0,5494 0,0345 1,094 0,044 


In der prozentischen Berechnung, wie sie bisher immer 
angewendet worden ist, ergibt sich folgende Zusammen- 
stellung. " 
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stoff. Aciditat = 
Chlorwasserstoff- ee: Aciditaétszunahme 
des behandelten des urspriinglichen 
gehalt a. 
Priiparates gefunden berechnet 
%/o ccm | ccm ccm | ccm 
9 44 281,5 18,5 263,0 | 2589 
9,62 285,0 | 18,5 266.5 | 2638 
Auspumpversuche. 
5,08 159,2 | 18,5 140,7 | 139,3 
6,28 199,1 | 18,5 180,6 | 1722 


Als wirksame Diastasepraparate mit Chlorwasserstoffgas 
behandelt worden waren, hatte sich gezeigt, dafi die Zunahme 
der Aciditaét nicht der aufgenommenen Chlorwasserstoffmenge 
entsprach, sie war erheblich geringer, als die Menge Chlor- 
wasserstoff an sich bedingen wiirde, welche tatsiichlich aufge- 
nommen wurde. Diese Tatsache fiihrte zu dem Schlusse, daf 
der diesem Fehlbetrage entsprechende Anteil des Chlorwasser- 
stoffs in irgend einer besonderen Weise an eine Atomgruppe 
der Diastase gebunden worden sei, wie z. B. Chlorwasserstoff 
sich an zwei doppelt aneinander gebundene Kohlenstoffatome 
anlagern kann. Diejenige Atomgruppe, an welche Chlorwasser- 
stoff in besonderer Weise gebunden worden ist, war eine 
Atomgruppe, deren Existenz fiir das Zustandekommen der dia- 
statischen Wirksamkeit notwendig ist, welche daher dadurch, 
daB sie Chlorwasserstoff bindet, ein Unwirksamwerden der 
Diastase bedingt. Sie gibt aber beim Auspumpen der Priiparate 
ihren Chlorwasserstoff allmahlich wieder ab und dadurch wird 
die Diastase wieder wirksam. 

In den vorliegenden Versuchen, welche mit durch Kochen 
unwirksam gemachter Diastase angestellt worden sind, ent- 
spricht die Zunahme der Aciditét innerhalb der Grenzen der 
unvermeidlichen Versuchsfehler recht genau der aufgenommenen 
Chlorwasserstoffmenge; denn die Differenzen zwischen ge- 
fundener und berechneter Aciditiitszunahme, welche in vor- 
stehender Tabelle fiir 100 g Substanz und Normallauge ange- 
fiihrt sind, bedeuten im praktischen Versuche, bei welchem 
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0,5 g Substanz und !/5 Normalfltissigkeiten verwendet worden 
sind, nur Differenzen um 0,1 ccm, hoéchstens 0,2 ccm Titer- 
fliissigkeit, Differenzen, welche, da die Aciditétsbestimmung 
aus zwei Akten (Zufiigen eines Uberschusses von Barytlauge, 
Zuriicktitrieren mit Saure) besteht, als unvermeidliche Ver- 
suchsfehler angesehen werden miissen. Kann demnach ge- 
kochte Diastase den Chlorwasserstoff nicht mehr in derselben 
besonderen Weise binden, welche keine Aciditétszunahme 
hervorruft, wahrend wirksame Diastase es kann, dann muf 
durch das Kochen jene Atomgruppe, welche Chlorwasserstoff 
in der besonderen Weise gebunden hat, chemisch verandert 
worden sein. Es bedeutet demnach das Unwirksam- 
werden der Diastase durch Kochen und das Unwirk- 
samwerden der Diastase durch Behandlung mit Chlor- 
wasserstoff chemische Veranderungen ein und der- 
selben Atomgruppe. Ob aufer dieser einen Atomgruppe 
noch andere Atomgruppen fiir die diastatische Wirkung not- 
wendig sind und ob durch das Kochen auBer dieser einen 
Atomgruppe noch andere Atomgruppen betroffen werden, 
bleiben natiirlich offene Fragen. 

Wenn aber die Atomgruppe der wirksamen_ Diastase, 
welche Chlorwasserstoff in besonderer Weise bindet, diesen 
Chlorwasserstoff beim Auspumpen allmiéhlich wieder abgibt und 
anderseits dieselbe Atomgruppe durch das Kochen chemisch 
veriindert wird und dann keinen Chlorwasserstoff mehr in der 
besonderen Weise binden kann, dann kann sie auch beim 
Auspumpen keinen Chlorwasserstoff mehr abgeben und die 
langsame Gewichtsabnahme bei den Auspumpversuchen, welche 
etwa vom 3. oder 4. Tage dieser Versuche an zu beobachten 
ist, miifte entweder noch langsamer vor sich gehen oder ganz 
entfallen. Sie kann nicht ganz entfallen, wenn es noch andere 
Atomgruppen in den Diastasepriparaten gibt, welche gleich- 
falls Chlorwasserstoff binden und beim Auspumpen wieder ab- 
geben. Als solche andere Atomgruppen wurden schon in der 
ersten Mitteilung die unorganischen Stoffe der Diastasepraparate 
(z. B Phosphate) angesehen. Es ware demnach nur eine Ver- 
langsamung der Gewichtsabnahme beim Auspumpen ‘zu er- 
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warten und diese Verlangsamung kann, worauf schon hinge- 
wiesen worden ist, vielleicht bei einem Vergleiche mit der 
beziiglichen Tabelle der ersten Mitteilung aus der prozentischen 
Tabelle der Auspumpversuche herausgelesen werden. 


Formoltitrierungen. 


In prozentischer Berechnung. 


——— EE es 
Formoltitrierbarer Stickstoff 





nach Behandlung mit Chlorwasserstoff | des unverainderten Priaparates 
O/o 0/5 
/ / 
0,28 0,18 bis 
0,17 0.25 





Auspumpversuche. 


0,13 | im Mittel 
0,10 | 0,22 


Die Formoltitrierungen des mit Chlorwasserstoff behan- 
delten Praparates geben daher keine Werte, welche von denen 
des unverinderten Priiparates wesentlich abweichen widen. 


Bestimmung des Amidstickstoffes. 


Ebensowenig geben die Bestimmungen des Aminostick- 
stoffes Werte, welche von den beziiglichen Werten der mit 
Chlorwasserstoffgas nicht behandelten erhitzten Diastasepri- 
parate nennenswert abweichen widen. 

















j | | 
Verwendete Menge Chiorwasserstol®| __ — Barometer- 
des | saa Stickstoff , stand 
Diastasepraparates | gene _— in mm 
g | g incem | in °C. Quecksilber 
0,5144 | 0,0480 3,7 20,8 | 753,5 
} 
0,5064 | 0,0459 3,8 19,5 | — 752,0 
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In prozentischer Berechnung. 


T_T 





Chlorwasserstoff- Amidstickstoff 
halt nach Behandlung mit | bei dem unveranderten 
_— Chlorwasserstoff | Praparate 
. 0 °lo | 0 0 
9 33 0,41 \ 
0,44 
9.06 0,43 f 





Ein irgend merkbarer Grad von Hydrolyse oder An- 
hydridbildung wird demnach bei den eiweifartigen Bestand- 
teilen der «gekochten» Diastase durch die Einwirkung von 
Chlorwasserstoff nicht verursacht. 


Priifung der Fermentwirkung. 


War es schon von vorneherein wenig aussichtsvoll, dah 
ein gekochtes Fermentpriparat irgendwie wieder Ferment- 
wirkung erlangen sollte, so war es noch umsoweniger zu er- 
warten, daf} eine Reaktion, welche an sich schon die Ferment- 
wirkung aufhebt, eine auf andere Weise verloren gegangene 
Fermentwirkung wieder herstellen sollte. Nichtsdestoweniger 
wurden der Vollstandigkeit halber die Priifungen auf Ferment- 
wirkung angestellt. 

Die Versuche mit jenen Priéparaten, aus welchen der 
Chlorwasserstoffiiberschu8 nur durch Luftiiberleitung entfernt 
worden war, entsprachen auch vollkommen der Erwartung, 
das heiBt, das gekochte Praparat zeigte auch nach der Be- 
handlung mit Chlorwasserstoff nicht die geringste diastatische 
Wirkung. Selbstverstaéndlich wurden die Loésungen der Pra- 
parate auch hier sorgfiltig neutralisiert, und zwar in genau 
derselben Weise, welche in der ersten Mitteilung beschrieben 
worden ist. 

Ich fiihre diesbeztiglich nur einen von meinen derartigen 
Versuchen an. 

0,2356 g Diastase gekocht III] hatten aufgenommen 
0,0222 g = 9,42°/o Chlorwasserstoff; 

Kontrolle: 0,2 g Diastase gekocht III; 

Starkelésung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 
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Mit Chlorwasserstoff 





Dauer ; Kontrolle behandeltes Priparat 
des Jod- Reduktion| mg Jod- Reduktion mg 
: inmg = Zucker inmg | Zucker 
Versuches losung Zucker | gebildet|!6sung Zucker | gebildet 
Beginn . blau! 3,1 | 0 blau 4,6 | 0) 
‘eg Stunde. * 3,7 | (0,6) 4,5 | 0 
1 > >» | 3,4 | (0,3) > 4.5 | 0 
1‘/e Stunden . > | ? | ? , 4.2 | 0 
2 > > 30 | OQ > 4,2 0) 
Reduziert Fehling nicht nicht 








Dem gegeniiber zeigten aber die mit Chlorwasserstoff 
behandelten und nachher ausgepumpten Priiparate ein ganz 


unerwartetes 


Resultat: 


s1e 


besaBben alle eine zwar nur 


schwache, aber deutlich erkennbare diastatische Wirk- 
samkeit, wie die folgenden Versuchsprotokolle beweisen. 


L. 


Angestellt mit dem Praparate vom Auspumpversuche |: 

0,1922 g Diastase gekocht III hatten aufgenommen 0,0193 g 
= 10,04°/o Chlorwasserstoff und nach 20tigigem Auspumpen 
noch behalten 0,0134 g = 6,97°/o Chlorwasserstoff. 

Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt IV (also ein wirksames 


Praparat). 


Starkel6sung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 














Mit Chlorwasserstoff 





Dauer Kontrolle behandeltes Priparat 
des Jod- ‘Reduktion| mg Jod- Reduktion mg 

a inmg | Zucker] | inmg | Zucker 

Versuches losung Zucker |gebildet|!sung Zucker — gebildet 
Beginn .. blau 4,7 | O blau 2,7 0 
‘le Stunde . 0 | 106 | 59 > 3,1 0,4 
1 ‘ 0 | 97 | 50 : 29 | O02 
1'/, Stunden 0 | 97 | 56 > 40 13 
2 > ..-) O | st | Oe :' 4,0 1,3 

Reduziert Fehling stark wenig 
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I]. 


Angestellt mit dem Praparate vom Auspumpversuche II. 

0,5183 g Diastase gekocht III hatten aufgenommen 0,0529 g 
= 10,21°/o Chlorwasserstoff und nach dem 23tiégigen Aus- 
pumpen noch behalten 0,0339 g = 6,54°/o Chlorwasserstoff. 

Kontrolle: 0,5 g Diastase gekocht III (also das unwirksame 
Priparat). 

Stirkelésung: 2 g lésliche Starke: 500 com Wasser. 
————————————————————————————————————————————————————— 








oe Mit Chlorwasserstoff 
Dauer oo behandeltes Praparat 
des Jod- Reduktion| mg Jod- |Reduktion| mg 
; - in mg |} Zucker | | in mg | Zucker 
Versuches lésung Zucker | gebildet losung Zucker | gebildet 
Beginn .... . blau 35 | O |blau! 56 | 0 
‘2 Stunde». .] » | 36 | (0,1) > | 65 | 0,9 
> ooef > | B86 | OM >| @6 | Of 
I'/2 Stunden. . . » | 3,3 | 0 > | 6,7 | 1.1 
2 ; ef > | 3,5 0 > | 65 | 09 
Reduziert Fehling nicht miafhig 








Vor allem sei darauf verwiesen, dai das Priéparat «Dia- 
stase gekocht III» an sich Fehlingsch Lésung nicht reduzierte, 
also zuckerfrei war, und daB es, wie sich aus den angefiihrten 
und den noch folgenden Versuchen ergibt, keine diastatische 
Wirkung besaf. 

In den bisher angefiihrten Versuchen ist allerdings der 
Beweis fiir eine diastatische Wirksamkeit der mit Chlorwasser- 
stoff behandelten und ausgepumpten, gekochten Diastaseprapa- 
rate nicht sehr sinnfallig. Das einzige, eindeutige Beweismittel 
bildet nur der Ausfall der qualitativen Fehlingschen Reaktion. 
Gegen die Resultate der quantitativen Zuckerbestimmungen 
kOénnte noch der Einwand erhoben werden, da die Differenzen 
nicht viel gréfer sind als die Schwankungen, die auch sonst 
bei meiner Versuchsanordnung bei unwirksamen Prdaparaten 
beobachtet worden sind. Allerdings ist gegen diesen Einwand 
vorzubringen, da die Differenzen doch gréfer sind als die 
erwihnten Schwankungen, und daS vor allem die Werte im 
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Verlaufe des Versuches steigende Tendenz zeigen, wiihrend 
die Schwankungen bei unwirksamen Priiparaten in der ge- 
ringeren Anzahl der Versuche keine bestimmte, meist aber 
fallende Tendenz besitzen, was iibrigens in der Versuchsanord- 
nung begriindet erscheint. Das vollkommene Verschwinden der 
Stirke, kenntlich an dem Verschwinden der fiir die Stiirke 
charakteristischen Jodreaktion, wurde in den bisherigen Ver- 
suchen nicht beobachtet. 

Mein Bestreben ging nun dahin, die diastatische Wirk- 
samkeit sinnfalliger zu demonstrieren, und ich ging zuniichst 
von folgender Erwagung aus: In den Versuchen, welche in 
der ersten Mitteilung verdffentlicht worden sind, hat sich ge- 
zeigt, dafi die urspriinglichen Handelspréparate, welche Milch- 
zucker enthielten, nach dem Behandeln mit Chlorwasserstoff 
durch das Auspumpen einen hodheren Grad von diastatischer 
Wirksamkeit erlangten als die gereinigten, milchzuckerfreien 
Priparate. Ich habe daher das gekochte Diastasepriparat mit 
dem gleichen Gewichte Milchzucker innig gemengt, dieses Ge- 
menge der Einwirkung von Chlorwasserstoff ausgesetzt und 
ausgepumpt. Die Resultate dieses Versuches zeigen folgende 


Tabellen: 











| Chlorwasserstoffgehalt 














| dem Gewichte nach | in 
| g _ Prozenten 
Verwendete Menge des Gemisches. . | 1,0451 | — 
Aufgenommene Chlorwasserstoffmenge | 0,0591 | 5,66 
Das Praparat enthielt noch Chlor- | 
wasserstoff: am 1. Tage. ... ./| — | - 
~~ .4 | 0,049 439 
» & aloe 0,0429 | £10 
.* & Bee wa | — — 
* & bee 0,0416 | 3,98 
*e & © é wae a 0,0403 | 3,86 
» Ze Wet oe ae 0,0399 | 3,82 
>» & » ‘ mnie _ 


» Q. > . . . . ° | —— 
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Fortsetzung. 














ooo ee 


Chlorwasserstoffgehalt 


| 
| 





dem Gewichte nach | in 
| g | Prozenten 
Das Praparat enthielt noch Chlor- | | 
wasserstoff: am 10. Tage | 0,0382 | 3,66 
11. > 0.0381 | 3,65 
» 12. > | 0,0374 358 
13. > | 0.0371 | 8,55 
ae 0,0366 3,50 
15. » | a 
» 16. > | 0,0363 | 8,47 
» 17. » | 0,0360 | B45 
» 18. >» | 0.0359 | 3,44 
> 19. >» sa 0,0353 | 8,38 
20, | 0,0353 | 3,88 


Kontrolle; 1g des Gemisches aus gleichen Teilen Diastase 


gekocht Ill und Milchzucker. 
Starkelésung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 





Mit Chlorwasserstoff 





Dauer Kontrolle _ behandeltes Praparat 
des Jod- Reduktion| mg | jog- Reduktion mg — 
inmg | Zucker]. | inmg_ | Zucker 
Versuches losung Zucker | gebildet losung Zucker | gebildet 
Beginn. . blau | 19,2 | 0 | blu) 22,2 | Oo 
/, Stunde . > | 18,4 0 >» | 219 | 03 
| : » | 18,0 0 . 218 | 04 
1'/2 Stunden . a 18,1 | 0 >» | 20,8 | 1,4 
2 , » | 62 1] © » | 2038 | 1,9 
Reduziert Fehling stark stark 








Zu diesem Versuche sei zuniichst bemerkt, dafi durch das 
Gemenge nicht so grofe Chlorwasserstoffmengen aufgenommen 
worden sind wie durch das unvermengte Diastasepraparat. Die 
Abgabe von Chlorwasserstoff beim Auspumpen folgt aber dem- 
selben Typus wie dort. 
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Als besonderes Resultat dieses Versuches darf wohl her- 
vorgehoben werden, daf die allmahliche Bildung von Zucker 
durch die Ergebnisse der Titration fesgestellt wird: denn die 
Werte der letzten Kolonne obiger Tabelle kénnen wohl nicht 
mehr als Versuchsfehler aufgefaBt werden. Einen einwand- 
freien Beweis liefert auch dieser Versuch nicht, wofern man 
ihn allein heranziehen wiirde; denn auch hier wurde die Stirke 
nicht vollstiindig zum Verschwinden gebracht. 

Ich stellte endlich noch einen Versuch an, in welchem 
ich das mit Chlorwasserstoff behandelte und ausgepumpte, ge- 
kochte Diastasepriiparat durch 24 Stunden auf Stiirke einwirken 
lie}. Zu diesem Versuche diente das Material vom Auspump- 
versuch III. 

0,3983 g Diastase gekocht III hatten aufgenommen 0,0416 g 
= 10,45°/o Chlorwasserstoff und nach 20tiigigem Auspumpen 
noch behalten 0,0275 g = 6,91°/o Chlorwasserstoff. 

Kontrolle: 0,5 g Diastase gekocht III. 

Stirkeldsung: 2 g loésliche Stirke: 500 ccm Wasser. 














: Sisuhiciitie Mit Chlorwasserstoff 
Dauer —sss«dSsbehandeltes Praparat 
des Jod- Reduktion| mg Jod- |Reduktion mg 

; in mg | Zucker | | in mg | Zucker 

Versuches = | l0sung Zucker | gebildet {}sung Zucker | gebildet 
Beginn .....] blau| 28 | O | bla} 35 | 0 
24 Stunden ...]| » | 2,7 | O rot | 5,7 | 22 

Reduziert Fehling 0 mahig 








DaB hier in der Probe, welche das mit Chlorwasserstoff 
behandelte Praiparat enthielt, eine diastatische Wirkung vor 
sich gegangen ist, kann keinem Zweifel unterliegen; denn 
sowohl die Bildung von Zucker, sowie das Verschwinden der 
Starke, bezw. deren Umwandlung in Dextrin ist offensichtlich. 

Es koénnte nun eine Einwendung gegen die lange Dauer 
des Versuches erhoben werden, indem die diastatische Wirkung 
nicht einer Wirksamkeit des gekochten und mit Chlorwasser- 
stoff behandelten Diastasepréparates zugeschrieben, sondern 
auf die Tatigkeit von niederen Organismen, welche sich in der 
Fliissigkeit entwickelt hiatten, zuriickgefiihrt wird. Ich verfiige 
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bereits tiber eine ganze Reihe von Versuchen, welche unter 
iihnlichen Umstiinden durchgefiihrt worden sind und _ spater 
publiziert werden sollen. Da ware es doch héchst sonderbar, 
dais sich die niederen Organismen immer nur gerade in jenen 
Fliissigkeiten entwickeln sollten, welche die mit Chlorwasser- 
stoff behandelten Priéparate enthielten, wahrend die Kontroll- 
proben davon freigeblieben waren. K6nnte man doch gerade 
fiir die Kinwirkung von Chlorwasserstoff eher eine antiseptische 
Wirkung in Anspruch nehmen. 

Ein zweites Bedenken, némlich dai die Bildung von Zucker 
in allen Versuchen, sowie die Umwandlung der Starke in Dextrin 
im letzten Versuche nur auf eine hydrolytische Wirkung der 
Salzsiure zurtickzufiihren sei, erledigt sich einfach dadurch, 
da alle Praparate vor der Prifung auf ihre Wirksamkeit sorg- 
filtigst mit Lauge neutralisert worden sind. Uberdies zeigen 
ja die nicht ausgepumpten Priparate, welche betrachtlich mehr 
Chlorwasserstoff enthielten, gar keine diastatische Wirksamkeit. 

Nehme ich alle Versuche zusammen, dann kann ich 
wohl sagen: 

Das Diastasepraparat, welches durch Erhitzen 
unter geeigneten Umstanden unwirksam gemacht 
worden war, erlangte durch Einwirkung von Chlor- 
wasserstoffgas und nachfolgendes Auspumpen wieder 
diastatische Wirksamkeit, allerdings nur in geringem Grade. 

In einem friiheren Abschnitte wurde gezeigt, daf fiir die 
diastatische Wirksamkeit eine bestimmte Atomgruppe notwendig 
ist. Diese Atomgruppe wird sowohl durch Erhitzen als auch 
durch Einwirkung von Chlorwasserstoff chemisch verindert. 
Durch jede dieser beiden chemischen Veranderungen biibt diese 
Atomgruppe ihre diastatische Wirksamkeit ein. Die durch Ein- 
wirkung von Chlorwasserstoff hervorgerufene Veranderung dieser 
Atomgruppe kann durch Auspumpen wieder rickgangig ge- 
macht werden und die Atomgruppe erlangt dadurch wieder 
ihre diastatische Wirksamkeit. Ist diese Atomgruppe aber durch 
Erhitzen chemisch verindert worden, dann wird sie durch 
Chlorwasserstoff nicht mehr angegriffen, bezw. nicht mehr so 
angegriffen, wie die unverinderte Atomgruppe. 
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Dem gegeniiber zeigen aber die letzten Versuche, dab 
das Diastasepraiparat, welches durch Erhitzen unwirksam ge- 
macht worden war, durch Einwirkung von Chlorwasserstoff 
und Auspumpen wieder wirksam wurde. 

Darin liegt ein Widerspruch. Dieser Widerspruch ist aber 
nur ein scheinbarer. Denn wie ich aus einer spiter zu publi- 
zierenden Versuchsreihe schlieBen zu k6nnen glaube, klart 
sich der scheinbare Widerspruch in folgender Weise auf: 

Die durch das Erhitzen chemisch veraénderte Atomgruppe 
wird in der Tat durch die Einwirkung von Chlorwasserstoff 
nicht mehr weiter angegriffen. Der Chlorwasserstoff greift aber 
noch andere Atomgruppen des Diastasepraparates an, darunter 
auch eine, welche beim Auspumpen Chlorwasserstoff abgibt 
und dadurch zu einer diastatisch wirksamen Atomgruppe wird. 








Untersuchungen iiber das Blut der Ascidien. 


III. Mitteilung. 


Von 
M. Henze. 


(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Juni 1913.) 


In zwei friiheren Mitteilungen!) habe ich tiber das Vor- 
kommen einer organischen Vanadiumverbindung in den Blut- 
zellen von Phallusia mamillata berichtet und gleichzeitig auf 
die stark saure Reaktion im Innern dieser Zellen hingewiesen, 
die durch die Anwesenheit freier Schwefelsiure bedingt ist. 

Unterdessen ist es gelungen, auch bei einigen anderen, 
hiiufiger im neapoletanischen Golfe vorkommenden Ascidien 
dieses seltene Element nachzuweisen, und zwar auf makro- 
echemischem Wege. Auer bei Phallusia, wo der Nachweis 
infolge hinreichender Blutmengen leicht zu fiihren ist,?) findet 
sich Vanadium bei folgenden Ascidien: Ascidia mentula, A. 
fumigata, Ciona intestinalis, Diazona violacea. Fir Cynthia 
papillosa wage ich es nicht mit Sicherheit zu behaupten. Es 
fehlen hier scheinbar auch die charakteristischen Blutzellen, 
von denen unten die Rede sein wird. Damit erhalt das Vanad- 
vorkommen eine allgemeinere Bedeutung und bleibt nicht als 
ein besonderes Kuriosum auf Phallusia beschrinkt. 

Bei der mikroskopischen Untersuchung des Ascidienblutes 
begegnet man sehr verschieden aussehenden Formelementen. 
4) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 494 und Bd. 79, S. 2415. 

?) Die Angaben iiber den qualitativen Nachweis des Vanadiums 
finden sich in der ersten Mitteilung. Handelt es sich um sehr minime Blut- 
mengen, wie z. B. bei Diazona, so muf man sich beim makrochemischen 
Nachweis daraut beschrinken, das Vanadium in der Weise nachzuweisen, 
daf’ man das ganze Tier verascht. Am besten benutzt man dann die 
Farbreaktion , welche Vanadverbindungen mit Pyrogallol und anderen 
Phenolen in schwach essigsaurer Lésung liefern (cf. erste Mitteilung). 
Natiirlich muf die zu untersuchende Fliissigkeit eisenfrei sein, da Eisen- 
salze mit Phenolen ahnliche Farbenreaktionen geben. Eine Reihe der- 
artiger komplexen Eisen-Phenolverbindungen, in denen das Eisen maskiert 
ist, sind in letzter Zeit von R. F. Weinland und K. Binder studiert 


worden (Erste Mitteilung in Berl. B., Bd. 45, S. 148). Méglicherweise 
handelt es sich bei Vanadsalzen um analoge komplexe Verbindungen. 
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Es finden sich nicht nur Differenzen hinsichtlich der Gestalt 
der Blutzellen bei den soeben angefiihrten Arten, sondern auch 
das Blut ein und derselben Art fiihrt verschiedene Zellen. So 
sind z. B. im Blute von Phallusia zum mindesten zwei Haupt- 
typen von Blutzellen zu unterscheiden. Ich habe vergeblich 
in der zoologischen Literatur nach genaueren Angaben gesucht. 
Was dariiber zu finden ist, befriedigt nicht. Im Hinblick auf 
das interessante Vanadvorkommen diirfte sich eine eingehendere 
histologische und physiologische Untersuchung gewif lohnen, 
die ich kompetenteren Beobachtern iiberlassen mu. Die fol- 
genden Notizen sind vielleicht geeignet, einige Anhaltspunkte 
zu geben. 

Wie soeben erwahnt, erkennt man im Blute von Phallusia 
mamillata mindestens zwei deutlich voneinander abweichende 
Zellformen. Ob zwischen diesen auch Ubergangsformen exi- 
stieren, vermag ich nicht zu entscheiden. Das eine sind runde 
oder elliptische Zellen von gréSerem Durchmesser; die andere 
Art der Zellen diirfte man am besten als «Maulbeerformen> 
bezeichnen. Sie scheinen aus einzelnen Granula zusammen- 
gesetzt. Ihre Struktur wird noch deutlicher, wenn man 
eine Spur Ammoniak unter das Deckglas fliefen laébt oder den 
Bluttropfen einen Augenblick tiber eine offene Ammoniakflasche 
halt. Die Maulbeere lost sich dabei gleichsam in die einzelnen 
Beeren auf und firbt sich bald griinlich-braun beim volligen 
Zerfall. Diese maulbeerfO6rmigen Zellen lassen sich im Blute 
aller obenerwihnten vanadfiihrenden Ascidien wiedererkennen 
und haben in frischem Blute meist eine leichte, griinliche 
Farbung. Bei Ascidia fumigata sind sie intensiv griinlich-gelb, 
so dafi das Blut selbst diesen Farbton aufweist. 

Die maulbeerartigen Blutzellen — am typischsten und leich- 
testen zu erkennen sind sie bei Phallusia m. — verdienen insofern 
besonderes Interesse, als sie ohne Zweifel die Trager der 
Vanadverbindung wie auch der freien Schwefelsaure sind. 

Bisher ist es nicht gelungen, die zwei erwihnten Zell- 
typen mechanisch voneinander zu trennen, um eine gesonderte 
makrochemische Untersuchung zuermOglichen. Imnachstehenden 
glaube ich jedoch die eben gefuferte Ansicht mit Hilfe mikro- 


, 
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chemischer Reaktionen begriinden zu kénnen. Zu diesem Zwecke 
sei daran erinnert, daB bei der Himolyse der abzentrifugierten 
Blutkérperchen des Phallusiablutes durch destilliertes Wasser 
eine stark sauer reagierende, braune Fliissigkeit erhalten wird, 
die die Vanadverbindung in genuiner Form enthilt. Diese 
friiher (cf. zweite Mitteilung) kurzweg als «braune Losung» 
bezeichnete Fliissigkeit ist auBerordentlich unbestindig, da alle 
oxydierend wirkenden Substanzen die Vanadverbindung unter 
Farbendanderung und Denaturierung in eine hohere Oxydations- 
stufe tiberfiihren. Diese Eigenschaft der Vanadverbindung 1|aBt 
sich nun dazu benutzen, sie in der Zelle mikrochemisch nach- 
zuweisen. Mit den sonstigen Oxydationsmitteln gelingt dies 
nicht oder nicht sicher; zum Teil wohl, weil dieselben nicht 
in die Zelle eindringen, zum Teil aber auch, weil ein Uberschuf 
des oxydierenden Agens wieder Entfarbung der Vanadverbindung 
bedingt und eine genaue Dosierung wohl kaum angangig ist. 

Dagegen eignet sich vorztiglich die Osmiumséure zum 
mikrochemischen Nachweis. Wie prompt die genuine Vanad- 
verbindung damit reagiert, zeigt sich beim Zutropfen einer 
etwa einprozentigen Osmiumsaurelésung zu der «<braunen L6- 
sung». Es tritt momentan eine wechselseitige Umsetzung ein 
unter gleichzeitiger Abscheidung schwarzer, niederer Oxydations- 
stufen des Osmiums. LaBt man nun zu einem frischen, unter 
dem Deckglas befindlichen Blutpraparat vorsichtig Osmiumsaure 
zuflieBen, so beobachtet man im selben Moment eine tief- 
schwarze Firbung samtlicher maulbeerf6rmiger Blutzellen. 
Besonders hervorzuheben ist diese momentan eintretende 
Schwirzung. Die anderen, runden Blutzellen bleiben dagegen 
ungefirbt oder werden héchstens allmihlich etwas grau, wohl 
infolge ihres Gehalts an Fetten oder fettaéhnlichen Substanzen. 

Hierbei ware zu erwahnen, da8 auch Jodlisung (J, JK- 
LOsung) zur Charakterisierung der Maulbeerzellen benutzt werden 
kann. Sie werden dadurch sehr schnell tiefdunkel gefarbt, doch 
nehmen auch die runden Zellen ziemlich bald Jod auf, so daf 
die Unterschiede unsicher werden. Die Anwendung von Os- 
miumsaure ist entschieden vorzuziehen. 

Mit Hilfe in die Zellen eindringender Indikatoren laBt sich 
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weiter feststellen, in welchen der geformten Elemente die freie 
Schwefelséure lokalisiert ist. Es sind dies wiederum die maul- 
beerformigen Vanadzellen, wie dies schon aus friiher an- 
gedeuteten chemischen Grtinden zu erwarten war. Fiigt man in 
Meerwasser gelostes Neutralrot zu einem frischen Blutpraparat, 
so farben sich die Maulbeerzellen intensiv violettrot. Die anderen 
Zellen nehmen dagegen einen gelbbréunlichen Farbton an, wie 
er fiir die nahezu neutrale Reaktion des Seewassers charakte- 
ristisch ist. 

Noch schonere Resultate erhilt man mit Methylrot.!) Der 
Indikator fiarbt das Seewasser resp. das Blutplasma gelb; wiihrend 
er, in die Maulbeerzellen eingedrungen, sofort in tiefrot umschliigt. 
Auf diese Weise sind dieselben aufs scharfste von den runden 
Zellen zu unterscheiden, die nicht oder kaum gefarbt werden, 
da der Indikator in sie tberhaupt nicht einzudringen scheint. 

Ohne Zweifel wird das Vanadvorkommen noch bei vielen 
anderen Ascidien konstatiert werden. In erster Linie diirften 
jene Arten in Frage kommen, bei denen iiber Farbendnderungen, 
speziell beim Verletzen oder Absterben, in blaugriin oder blau- 
schwarz berichtet worden ist, und wofiir zum Teil Spekulationen 
iiber Melanose oder reduzierende Fermente geltend gemacht 
worden sind. Sie werden durch die leichte Verinderlichkeit 
von Vanadverbindungen ihre Erklarung finden. — DaB nebenbei 
auch Allgemeinfiirbungen der Tiere infolge besonderer Pigmente 
vorkommen konnen, ist selbstverstindlich nicht ausgeschlossen. 
lech erwahne dies in Anbetracht einer soeben erschienenen Arbeit 
von Herdmann tiber Diazona violacea.?) Diazona violacea aus 
dem Golf von Neapel ist frisch gedredscht so gut wie farblos, 
hochstens kénnte man eine Andeutung einer graugriinlichen 
Farbung gelten lassen. Das Tier halt sich speziell im Sommer 
sehr schlecht im Aquarium und schon nach kurzem Aufenthalt 

1) Methylrot oder p-Dimethylamino-azo-benzol-ortho-carbonsaure 
wurde von S. Palitzsch zur Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
vorgeschlagen. Der Mefsbereich des Indikators liegt zwischen p,, = 4,2 
bis py = 6,3. cf. Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 131 (1913). 

*) W. H. Herdmann, Diazona violacea in Spolia Runiana Linnean 
Soc. Journ. (Zoology), Vol. 32, May 1913. 
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beginnen die Tiere griinlich zu werden und besonders die In- 
gestionsoffnungen nehmen die charakteristische blaugriine Farbe 
der veranderten Vanadverbindung an. Die Fiarbung kann bei 
den geringen Blutmengen der kleinen Tiere selbstverstindlich 
nicht so intensiv sein, wie es z. B. der Fall ist bei absterbenden 
Phallusien. Wie eingangs gezeigt, gehort Diazona zu den vanad- 
fiihrenden Ascidien. Bei der von Herdmann beschriebenen 
Varietiit: Diazona-hebridica-violacea soll tiberdies auch ein 
alkohollésliches griines Pigment vorkommen, woftir er den 
Namen «Synthetin» einfiihrt. 

Im Anhang sei noch auf die stark rotgelb gefirbten 
Pigmentzellen des Blutes von Ascidia mentula hingewiesen, die 
sich namentlich in den feineren Blutkapillaren anhéufen und 
die rote Farbung der Tiere bedingen. Diese Zellen scheinen 
wie aus Schollen zusammengesetzt und erinnern duferlich an 
die Maulbeerzellen, doch werden sie weder von Osmiumsiure 
noch von Methylrot gefarbt. Neben ihnen finden sich im Blute 
die typischen Maulbeerzellen und die runden Zellen. 

Das Pigment der roten Zellen ist auberordentlich bestandig 
und hat vor allem keinen Lipoidcharakter, da es absolut un- 
léslich ist in allen organischen Solventien, ebensowenig auch 
in Wasser. Verdiinnte Alkalien machen die Fiarbung etwas 
dunkler, verdiinnte Saéuren bedingen eine Farbeninderung in 
hellgelb. Durch langere Einwirkung verdiinnter Sauren scheint 
das Pigment langsam in Lésung zu gehen und durch Alkalien 
wenigstens teilweise wieder gefallt zu werden. Manches schien 
dafiir zu sprechen, daf die eigentiimlichen Pigmentzellen Um- 
wandlungsformen der Vanadzellen seien und um dies zu be- 
weisen, wurde versucht, dieselben von den anderen Form- 
elementen zu trennen, was jedoch nicht gelang. Es wurden 
dann stark mit Pigmentzellen beladene Gewebe langere Zeit 
mit destilliertem Wasser gewaschen, um dadurch die Vanad- 
zellen zu himolysieren und die Vanadverbindungen zu entfernen. 
Die so behandelten Gewebe geben noch deutlich Vanadreaktion 
beim Veraschen. Trotzdem ist dieses positive Resultat nicht 
einwandsfrei genug und die Natur des roten Pigments bleibt 
somit vor der Hand noch ungeklirt. 

















Uber das Vorkommen freier Schwefelsaure 
im Mantel von Ascidia mentula. 
Von 


M. Henze. 





(Aus dem chemisch-physiologischen Laboratorium der zoologischen Station, Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Juni 1913.) 


Verletzt man den fleischigen Cellulosemantel einer Ascidia 
mentula, indem man z. B. einfach einen Einschnitt macht, so 
wird ein auf diese Stelle gedriicktes blaues Lackmuspapier 
intensiv rot gefarbt. Die an der Verletzungsstelle austretende 
Siure ist so stark, daf% sogar Kongopapier in blau umschlagt. 
Eine qualitative Vorpriifung lie} vermuten, dafi es sich um die 
Ausscheidung freier Schwefelséure handele, was mit Sicherheit 
aus den folgenden Bestimmungen hervorgehen diirfte: 

Ein fein zerschnittener, sauber priparierter Mantel einer 
Ascidia mentula wurde so gut als mdglich mit destilliertem 
Wasser ausgelaugt und ausgeprebt. 

Frischgewicht = 24,0 g. 

Trockensubstanz = 0,31 g, d.h. rund 87°/o Wassergehalt. 

Die Auslaugungsfliissigkeit wurde zundchst direkt mit 
"/io-NaOH titriert (Indikator Phenolphthalein). 

Es wurden verbraucht: 12,95 ®/1o-NaOH, entsprechend 
0,0104 g SO,: d. h. 100 ecm Mantelfliissigkeit enthalten 0,438 g 
SO,. Hierauf wurde die gleiche Fliissigkeit mit Baryumchlorid 
ausgefallt, wobei 0.4725 g BaSO, — 0,1623 g SO, gefunden 
wurden; d. h. 100 ccm Mantelfliissigkeit enthalten 0,6855 g SO,. 

Da der Mantel natiirlich in der Hauptsache von Seewasser 
durchtrankt ist, ist von der letzten Zahl der SQO,-Gehalt von 
100 ccm Seewasser, namlich 0,2546, abzuziehen. Bei direkter 
Bestimmung der Schwefelséiure wurden demnach in 100 ccm 
Mantelfliissigkeit 0,431 g SO, gefunden, was mit der auf titri- 
metrischem Wege gefundenen Zahl vollig hinreichend iiber- 
einstimmt. 

Eine zweite mit einem anderen Mantel ausgefiihrte Kon- 
trollbestimmung ergab 0,442 g SOg. 
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Histologisch ist der Mantel bei den Phallusien in der 
Hauptsache aus sogenannten Hohl- oder Blasenzellen auf- 
gebaut, «die zuweilen von sehr betriichtlicher Grife sind und 
sich in so enormer Zahl finden, dafi fast der ganze Mantel 
aus ihnen allein zu bestehen scheint» (loc cit. O. Seeliger, 
Tunicaten, in Bronns Klassen und Ordnungen des Tierreichs, 
S. 223). Uber die Natur des Inhalts dieser Blasenzellen scheinen 
die Ansichten noch auseinander zu gehen. 

Bei Ascidia mentula enthalten diese Zellen zweifellos die 
oben nachgewiesene freie Schwefelsiiure. Betrachtet man einen 
mit dem Rasiermesser gemachten diinnen Schnitt des Mantels 
unter dem Mikroskop unter Zusatz eines geeigneten in die 
Blasenzellen eindringenden Indikators, so erkennt man deut- 
lich, daBb deren Inhalt stark sauer ist, da der Indikator sofort 
umschlagt. Ich habe Neutralrot oder besser noch Methylrot,') 
welches sich leichter in Seewasser lést, benutzt. 

Es liegt natiirlich nahe, das Vorkommen der freien 
Schwefelsiiure in den Blasenzellen des Mantels mit demjenigen 
in den Blutzellen in Beziehung zu bringen. Dagegen spricht 
jedoch die Tatsache, daB der Mantel der néchstverwandten 
Art, Phallusia mamillata, bei der der Schwefelsiuregehalt der 
Blutkirperchen ja zuerst gefunden wurde, keine Spur einer 
sauren Reaktion aufweist. Angenommen, es handle sich bei 
den schwefelsdurehaltigen Blasenzellen um eine Ausscheidung 
von Saure, so konnte dieselbe anstatt in Form von freier Saure 
auch in Form von Sulfaten oder Schwefelséureestern vor sich 
gehen. Aus diesem Grunde wurde noch eine direkte SO,-Be- 
stimmung im mit verdiinnter Salzsaure erhitzten Prefsaft der 
Mantel einiger Phallusien gemacht. 

In 100 cem Prefsaft fanden sich im Mittel aus zwei 
Analysen: 

0,5972 g BaSO, = 0,2051 g SO,. 
wiihrend 100 ccm Seewasser 0,2546 g SO,, also sogar etwas 


mehr enthalten. 
Die Chlorgehalte gleicher Mengen Prefisaft und Meer- 


wasser stimmen itberein. 


‘) ef. Palitzsch, Biochem. Zeitschr., Bd. 37. 
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Zur Frage der Stickstoffretentionen bei Fiitterung 
von Harnstoff. 


Von 


E. Grafe. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, Juni 1913.) 


Vor einiger Zeit wurde tiber Versuche an Hunden und 
am Schwein berichtet,!) aus denen hervorging, daf es unter 
geeigneten Versuchsbedingungen gelingt, auch mit Harnstoff 
iihnlich wie mit Ammoniaksalzen erhebliche N-Retentionen zu 
erzielen. Dem gegentiber haben Abderhalden und seine 
Mitarbeiter?) aus eigenen Untersuchungen, die sie tiber diese 
Frage anstellten, den Schluf gezogen, daf eine Sparwirkung 
in bezug auf den Stickstoffstoffwechsel nicht feststellbar war. 

Nun ist die Frage, ob tiberhaupt kleine Retentionen mit 
Harnstoff eingetreten sind, bei der Versuchsanordnung dieser 
Autoren m. E. kaum zu entscheiden, da eine einwandfreie 
Beurteilung der Beeinflussung des Stickstoffhaushaltes durch 
die Harnstoffzulagen nur dann mdglich ist, wenn dieser Pe- 
riode ein mindestens 3—4-, am besten 6tiigiger Zeitraum vor- 
ausgeht und folgt, an der genau die gleiche Nahrung ohne 
die Zulage gegeben wurde. Es ist dies darum ndétig, weil bei 
Uberernihrung mit Kohlenhydraten das Stickstoffminimum 
keine konstante Grobe ist, sondern, zumal dann, wenn keine 


') E. Grafe, Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 500 (1912), und E. Grafe 
und R. Turban, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 25 (1913). 

*) E. Abderhalden und P. Hirsch, Diese Zeitschrift, Bd. 82, 
S: 1 (1912), und E. Abderhalden und Lampé, Diese Zeitschrift, Bd. 84, 
S. 218 (1913). 
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Hungerperiode vorherging, fast regelméfig erheblich sinkt.!) 
Die wahre Gréfe des EiweiBumsatzes wihrend der Periode 
mit Zulage der zu _ priifenden Substanz liéft sich mithin 
nur durch Feststellung des Mittelwertes einer gleichartigen 
Vor- und Nachperiode einigermaBben genau angeben.?) Der- 
artige Perioden mit Standartkost allein fehlen aber in fast 
allen Versuchen von Abderhalden und seinen Mitarbeitern 
entweder ganz (vgl. z. B. den Versuch bei Schwein Jo und 
Hund VII) oder zum Teil (vgl. z. B. Versuch bei Hund V). 
Auch Hungerperioden bieten dafiir keinen Ersatz, zumal dann 
nicht, wenn sie nur kurz sind und die Diurese schlecht ist. 

In manchen Hundeversuchen sind auch fiir eine Reten- 
tion von Stickstoff die verfiitterten Kohlenhydratmengen zu 
gering (z. B. bei Hund VII). °) 

Bei der geschilderten Unsicherheit in der Beurteilung 
laBt sich m. E. aus den Versuchen von Abderhalden und 
seinen Mitarbeitern nur das eine Resultat sicher entnehmen, 
dafi bei der gewahlten Versuchsanordnung keine sehr grofen 
Retentionen mit Harnstoff erzielt werden konnten. 

Fiir eine giinstige Beeinflussung der Stickstoffbilanz durch 
Harnstoff ist die Menge und die Art der Verabreichung nicht 
gleichgiiltig. 

Nach den interessanten Versuchen von Heilner*) ge- 
niigt schon eine verhaltnisma&big sehr kleine Menge subcutan 
injizierten Harnstoffs, um den EiweiBumsatz betrachtlich zu 
erhOhen, und dafi selbst beim Menschen die orale Darreichung 
von mittelgroBen Dosen von Harnstoff die Stickstoffausschei- 
dung im Harn deutlich steigern kann, hat Janney*) an der 
v. Miillerschen Klinik sicher bewiesen. 

Diesen Tatsachen muf bei der Versuchsanordnung na- 
‘) Vgl. z. B. den langen Versuch von E. Abderhalden und 
A. E. Lampé bei Schwein I in Bd. 83, S. 409 (1913). 

*) Vgl. dariiber auch E. Grafe, Diese Zeitschrift, Bd. 82, 5. 3d1 
(1912), und Bd. 84, 5. 95 (1913). 

5) Abderhalden und Hirsch, I. c. 

*) Zeitschrift f. Biol., Bd. 52, S. 216 u. ffg. (1910). 

5’ Janney, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 99 (1911—12). 
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tiirlich Rechnung getragen werden, d. h. es diirfen keine sehr 
grofben Dosen verfiittert werden und dann diese nur verteilt 
in kleinen Portionen tiber den ganzen Tag. Auf der anderen 
Seite diirfen die Mengen des verfiitterten Stickstoffs auch 
nicht zu klein sein, da sie zur Erzielung starker Reten- 
tionen nach den friiheren Erfahrungen mit Ammoniaksalzen 
mindestens das 3fache des Eiweiiminimums betragen miissen. 

Wenn man durch eine langere Hungerperiode und eine 
anschlieBende Fiitterung mit Kohlenhydraten allein den Eiweif- 
umsatz stark eingeschrainkt hat, kommt man mit Harnstoff- 
mengen aus, die sicher keine toxische Wirkung auf den 
N-Umsatz entfalten. 

Alle diese optimalen Bedingungen fiir eine N-Retention 
waren in den friiher mit Turban mitgeteilten Versuchen vor- 
handen und ihre Einhaltung war vermutlich der Grund dafiir, 
daB unsere Resultate besser waren als die von Abderhalden 
und seinen Mitarbeitern. 

In den Versuchen dieser Autoren wurden in der Regel 
6,0 g Nin Form von Harnstoff verfiittert; eine Angabe dariiber, 
dafi die Nahrung in vielen kleinen Portionen, wie ich es stets 
empfohlen habe, gegeben wurde, findet sich nicht, so dab 
mOdglicherweise manchmal sehr erhebliche Mengen von Harn- 
stoff auf einmal zur Resorption kamen. ‘Tatséchlich finden 
sich in den Versuchen von Abderhalden und seinen Mit- 
arbeitern hin und wieder ganz gewaltige N-Verluste pro die 
(5,3,!) 6,16?)*), wie sie bei der gleichen Kost ohne Zulagen 
sonst nicht beobachtet werden. 

Es ist leicht begreiflich, da® unter solchen Umsténden 
erhebliche N-Retentionen nicht zustande kommen kénnen. 

Wie aufSerordentlich viel von der Dosierung solcher fiir 
den Stoffwechsel nicht gleichgiiltiger Substanzen beziiglich der 


') Abderhalden und Lampé, 1. c., Versuch an Schwein Jo 
(15. Versuchstag), S. 220. 

*) Abderhalden und Hirsch, 1. ¢., Versuch II (5. Versuchs- 
tag), S. 7. 

8) Ich selbst beobachtete einmal bei Fiitterung von 10 g Harn- 
stoff-N eine Ausscheidung von 21,0 g N. 
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seeinflussung der N-Bilanz abhéngt, geht auch sehr deutlich 
aus den Salpeterversuchen von Abderhalden und Hirsch!) 
und mir und Wintz?) hervor: 

Bei kleinen Einzelgaben deutliche N-Retentionen, bei 
groben erhebliche Steigerungen der N-Verluste. 

Als neuen Beleg dafiir, dafi es tatsachlich bei Beob- 
achtung aller obigen Voraussetzungen gelingt, mit Harnstoff 
erhebliche N-Retentionen zu erzielen, teile ich im folgenden 
noch einen langen, bisher noch nicht ver6ffentlichten Ver- 
such*) vom Oktober bis Dezember 1912 mit. 

In dieser Versuchsreihe erhielt das Schwein (Nr. X) 
40 Tage hintereinander tiaglich in zahlreichen kleinen Por- 
tionen mit der Nahrung 4,7 g Harnstoff-Stickstoff. Die Anlage 
der Versuche war die gleiche wie in den friiher von mir 
beim Schwein mitgeteilten Reihen. 

Der tiigliche N-Verlust der 6 tiégigen Hungerperiode (Vor- 
periode I) betrug — 2,14 g N, mit der Standartkost allein 
(ohne Zulagen) biifte das Tier in einer 6tagigen Vorperiode II 
tiglich im Durchschnitt 1,5 g N ein. 

Die 40 tagige Hauptperiode mit Harnstoffzulagen zerfiel in 
3 Abschnitte. 

Im |. 15tagigen Teil verlor das Tier téglich nur — 0,06 g N, 
so daB beinahe ein N-Gleichgewicht erreicht worden war, im 
II. 9tiigigen Teil waren es — 0,28 g, in der 16tiagigen Schlub- 
periode — 0,115 g. 

Der mittlere N-Verlust in der 40tigigen Periode 
der Harnstofffiitterung betrug mithin taglich — 0,18 g N. 
So beweist dieser Versuch genau wie die friiher von 
mir und Turban mitgeteilten Reihen, dah bei giinstiger 
Wahl der Versuchsbedingungen sich mit Harnstoff sehr 
erhebliche Stickstoffretentionen erzielen lassen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 189 u. ffg. (1913). 

*) Erscheint in dieser Zeitschrift. 

*) In diesem Falle wurde auch die S-Bilanz genau untersucht. Die 
darauf beziiglichen Angaben sind in die Tabellen nicht mitaufgenommen, 
da sie demniichst zugleich mit anderen Versuchen veriffentlicht werden 


sollen. 
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Eine der 2. Vorperiode entsprechende Nachperiode zur 
Feststellung des Verhaltens des Eiweifiminimums am Ende des 
Versuchs konnte leider nicht mehr angeschlossen werden, da 
das Tier, welches bis zum 51. Versuchstage mit einer einzigen 
Ausnahme (am 34. Versuchstage) ausgezeichnet gefressen hatte, 
ziemlich rasch die Nahrungsaufnahme verweigerte, einen kranken 
Eindruck machte und am 4. XII. starb. 

Der Sektionsbefund ergab abgesehen von einer deutlichen 
Animie und einer Vermehrung der Pericardfliissigkeit schwere 
Veriinderungen an der Leber, die an anderer Stelle genau be- 
schrieben werden sollen. Ob eine toxische Schiadigung, viel- 
leicht infolge der langen Darreichung der grofen Harnstoffgaben 
vorlag, liefi sich zunichst nicht entscheiden. 
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Tabelle: Versuche mit Harnstofy. 
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Ver- | | | Brutto-  N-Gehalt | N-Gehal 
Period , | Ge- | Stand _ kalorien der Fee i 
suchs- Periode Jatum | wicht | andartnahrung — pro 1 kg ‘Standart-! Harnstorr. 
tag | | (bezogen;, ost | zulage 
| auf 10 kg Ae 
Ir 912 | ko | ia : \ o , 
Nr. 1200) kg | Gewicht) 5 | g 
! 11.—12. X. 14.900) 0 | 0 9 
2 Vor- 12.18. | — | Hunger, 0 0 | 9 
3 |periode 143-44 | — | | 0 0 | 9 
| 7 | Wasser | 
=e oe eo | 0 0 | 9 
nger | | og ° | | 
5 weer 15.—16. § — | ad libitum 0 0 () 
6 i6—17. | — | | 0 0 | 9 
7 Vor. 17-18. X. 11 300, Taglich : ca.130Kal. O14 | 0) 
” ; 200 g Stirke, 80 g - | ~~ 
8 periode [1 18.—19. — (Zucker, 25 g Butter, » 130 >» 0,14 0 
‘1ccmCibilsFleisch- — ,. | | 
( Q __9 | » 7 » | 4 
’ (Standart- 1”. aa | extrakt, 5 gKnochen-| 450 | Gee | . 
10 kost |20.—21. | — asche, 3 g Kochsalz,| , 430 » | O14 | 0 
| 0,01 g Lecithin, | | 
11 allein) 21.—22. | — STropfen verdiinnte »130 >») O14 | ( 
. —— | Eisenchloridlésung,, | — . 
12 22.—23. | — | 600 ccm Wasser | * 130 » | O14 | v | | 
: | | sm0eN 
: —_— | £10 £ 
13 23,—24.X. 11900}  Standartkost [eg s30Kal,) 0,14 | in Form von 
wie vorher | | Harastol (is 
d QL —9F | a | > | > - » 4 | , Ag’ _ 
It Haupt- 24.—25, | | 130 > | 0,14 lesal, 
5 25,.—26 | » 130 » | 4 > 
o periode 25.—26. | — . _ » 130 | O14 
16 26.—27. _ | >130 >| 0,14 
17 | (4ulagen o> 93 | _ ' 1.130 >| 0,14 
von | $69 g N 
) QR __ sé — > » 1: » i F m vol 
18 Harnstoff “—?9. | | 130 | 0,14 in Form ¥ 
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Uber Zuckerresorption. 
Von 
K. v. Kordésy. 


(Mitteilung aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1913.) 


Die Grundsitze der Physiologie der Kohlenhydrate werden 
seit den Untersuchungen Claude Bernards zu den am 
sichersten begriindeten physiologischen Kenntnissen gerechnet, 
welche auch der Pathologie als sichere Grundlage dienen 
kénnen. So wird es als tiber allen Zweifel stehend betrachtet, 
dafi die Kohlenhydrate nach der Verdauung als_ einfachste 
Zucker in die Vena portae gelangen, um dann in der Leber 
in Glykogen verwandelt zu werden. Diese Glykogentheorie 
fand aber in Pavy einen heftigen Gegner; seine Auffassung, 
welche aus seinem letzten Werke’) leider nicht in geniigendem 
Zusammenhange erhellt, labt sich kurz folgendermafen zu- 
sammenfassen: 

Der aus dem Darme resorbierte Zucker gelangt von dem 
Bruchteile abgesehen, welcher in der Darmwand in Fett um- 
gewandelt wird,?) gréftenteils an Eiweif gebunden, durch 
Vermittlung der weifen Blutkérperchen in die Lymphbahnen 
(Pavy, S. 55 und 68; mikroskopische Beobachtung, S. 79). 
Nur wenn sehr viel Zucker auf einmal resorbiert wird, gelangt 
der in der Darmwand nicht <assimilierte» Anteil desselben 
durch die Vena portae in die Leber, und wird dort in Gly- 
kogen umgewandelt (S. 66). Pavy fihrt fiir seine Auffassung 
und gegen die «Glykogentheorie» im wesentlichen folgende 


') F. W. Pavy, On carbohydrate metabolism. London, Churchil 


1906. Die Zusammenfassung seiner Theorie, s. 5. 111. 
*) Pavy fiihrt als Beweis hierfiir die im histologischen Praparate 
erhaltenen Osmiumtetroxyd-Reaktionen an. L. c., 8. 83. 
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Versuchsergebnisse auf: Der Hauptfehler der iilteren Beobach- 
tungen besteht in dem Umstande, da die im Augenblicke des 
Todes eintretende Veriinderung des Blutzuckergehaltes vernach- 
lissigt wurde (S. 7); das Blut der Arterien enthiilt ebensoviel (auch 
weniger) Zucker als das der Venen (S. 8); der Zuckergehalt des 
Blutes ist bei Ernahrung kleiner als wiihrend des Hungers (S. 33); 
aus den verschiedensten EKiweifarten kénnen zuckerartig redu- 
zierende Substanzen abgespalten werden (S. 35). Pavy folgert 
aus seinen Versuchen, nach welchen bei parenteraler Zucker- 
zufuhr der Harnzucker dem Blutzucker parallel zunimmt (S. 19), 
daB der aus dem Darme resorbierte Zucker im Blute nicht in 
freiem Zustande vorhanden sein kann, weil sonst wiihrend der 
Zuckerresorption eine starke Glykosurie auftreten miibte. Diese 
Versuche beweisen aber offenbar nichts gegen die «Glykogen- 
theorie», weil ja nach derselben der gesamte aus dem Darme 
in die Vena portae gelangende resorbierte Zucker durch die 
Leber zuriickgehalten wird. 

Pavys Beobachtungen wurden durch spiitere Unter- 
suchungen teilweise bestatigt, doch herrscht auf diesen Ge- 
biete viel Widerspruch.!) So miissen wir speziell die Frage 
nach der Beteiligung einerseits der Lymphwege, anderseits der 
weifen Blutkérperchen an der Resorption der Kohlenhydrate 
als unentschieden betrachten. Auch die mir erst nach Fertig- 
stellung meiner Arbeit bekannt gewordenen, gelegentlich ihrer 
Untersuchungen iiber die osmotischen Verhiiltnisse der Re- 
sorption erhobenen Beobachtungen von Dunin-Borkowski 
und Wachtel,?) wonach nach einstiindiger Resorption einer 
5°/oigen Traubenzuckerlésung aus einer kiinstlich durchbluteten 
Darmschlinge ungefiihr die Hilfte der Zuckermenge weder im 
Darminhalte, noch im Blute aufzufinden war, sprechen fiir die 
Richtigkeit der Pavyschen Auffassung. 

Im Verlaufe meiner Versuche tiber Eiweibresorption®) 

‘) Die neueste zusammenfassende Darstellung dieser Frage s. bei 
J. Bang, Der Blutzucker. Wiesbaden, Bergmann, 1913. VI. Kap. 

*) Anzeig. Akad. Wiss. Krakau, Math.-Naturw.-Klasse B. Nr. 7, 
S. 746 (1912). 

*) K6résy, Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 267 (1908). In diesen 
Versuchen fand ich, dafs bei Eiweifresorption der Nichteiweif-, d. h. der 
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wollte ich mich einmal tiberzeugen, in welchem Mafe ein 
Korper, der sicher unveridndert in das Blut gelangt, unter den 
gewihlten Versuchsbedingungen, d. h. wenn der Blutkreislauf 
beim Hunde auf Darmkanal, Herz und Lungen beschrinkt wird, 
zur Resorption kommt. In dieser Absicht fiihrte ich einen Ver- 
such tiber Zuckerresorption aus, konnte aber in der zu Ende 
des Versuches gewonnenen Blutprobe qualitativ keinen Zucker 
nachweisen. Dies bildete den Ausgangspunkt zu den hier zu 
beschreibenden Versuchen. 

Das operative Verfahren war das im wesentlichen schon 
beschriebene: Den Hunden wurden, ohne vorherige Didtregelung, 
unter kiinstlicher Atmung in der Brusth6hle die beiden nach oben 
abgehenden Aste der Aorta unterbunden, manchmal auch die V. 
cava sup.; in der Bauchhohle wurden Milz und Mesenterium ent- 
fernt, die Aorta unterhalb der Art. mesent. sup. und die Artt. hepatt. 
unterbunden; schlieblich wurde die V. portae in das zentrale 
Ende der durchschnittenen V. cava inf. gebunden, wiihrend der 
periphere Stumpf der letzteren unterbunden wurde. Die ein- 
zelnen Phasen dieses Verfahrens vertauschte ich hie und da. 

Nach Beendigung der Operation injizierte ich soviel einer 
10°/oigen Traubenzuckerlésung (500—1000 ccm), bis der Darm 
prall gefillt war. Die erste Blutentnahme geschah wahrend 


durch Gerbséure nicht fallbare N nicht zunimmt, sondern umgekehrt der 
Eiweifi-N-Gehalt des Blutes, nach Reduktion auf gleiche Konzentration, 
eine zwar geringe Zunahme erfiahrt. Vor kurzem fand Folin (The journ. 
of biol. chem., Bd. 11, S. 87, 1912), daf§ nach Unterbindung der Nieren- 
gefiihe bei Resorption von Eiweif, bezw. von Verdauungsprodukten des 
Eiweifes, der Nichteiweif-N-Gehalt des Blutes zunimmt. Ahnliche Befunde 
wurden von E.P. Cathcart und Leathes (Journ. of physiol., Bd. 33, S. 462, 
1906), ferner van Slyke und Meyer (The J. of biol. ch., Bd. 12, S. 399 
1912) sowie Delaunay (C. r. Soc. Biol., Bd. 74, S. 767, 769, 1912), auch 
ohne Unterbindung der Nierengefaiffe, erhoben. Folin folgert hieraus, 
dafi das resorbierte Eiweifi in Gestalt freier Aminosiiuren in das Blut 
velangt. Abgesehen davon, daf bei Resorption ungespaltenen Eiweifes 
(a,a. O. S, 94) die Zunahme des Nichteiweif-N kaum nachweisbar war, ist es 
noch fraglich, ob diese Kérper aus dem Darme und nicht aus anderen 
Organen in das Blut gelangen. Diese Frage laftt sich am klarsten mit 
der Methode des verkiirzten Kreislaufes entscheiden, wie dies auch durch 
die Resultate dieser Arbeit bewiesen wird. | 
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der Operation, die zweite im allgemeinen unmittelbar nachdem 
das Herz still stand durch Massieren desselben, oder wiihrend 
das Herz noch schlug. Das Blut wurde in paraffinierten Kolben 
aufgefangen, in welchen sich fiir 100 ccm Blut ca. 2 cem einer 
50°/oigen Natriumcitratldsung befanden. 

Der Zuckergehalt des Blutes wurde nach Pavy') be- 
stimmt, die EnteiweiBung geschah nach Michaelis und Rona?) 
mit Eisenlosung. Die Enteiweibung geschah wmeistens in 
mehreren Blutproben parallel, die so erhaltenen Werte sind 
gesondert angegeben; die einzelnen angegebenen Werte be- 
deuten aber nahezu ausnahmslos Mittelwerte aus 2—3 gut 
iibereinstimmenden Einzelbestimmungen. Die Einengung ge- 
schah im allgemeinen auf dem Wasserbade, manchmal im 
Vakuum, so z. B. in Vers. XJ. In den ersten vier Versuchen 
wurde ohne Ansiiuerung eingeengt, in den folgenden nach An- 
siiuerung mit Essigsiiure. Besonders angestellte Versuche zeigten, 
dafi dieser Unterschied bei 10 ecm Blut keinen Fehler bedingt; 
10 ccm desselben Blutes ergaben im ersten Falle 0,110, im 
zweiten Q,107°/o Zucker. Einige Male bestimmte ich den 
«totalen» Zucker (sucre total) nach Lépine,*) d.h. richtiger ge- 
sagt, die Gesamtmenge der freien und durch Spaltung erhalt- 
baren reduzierenden Substanzen. In Vers. | gebrauchte ich 
die Methode der osmotischen Kompensation von Rona und 
Michaelis.*) Der Zuckergehalt des zu Ende des Versuches 
gewonnenen Blutes wurde teilweise auf Grund des Hiimato- 
kritwertes, teilweise auf Grund des Hiimoglobingehaltes auf 
den Verdiinnungsgrad des ersten Bluts reduziert. Die ohne 
Reduktion angegebenen Zuckerwerte beziehen sich auf das 
durch die CitratlOsung verdiinnte Blut; die Reduktion eliminiert 
sowohl die so entstehenden Unterschiede der Verdiinnung, als 
auch die wiihrend des Versuches stattfindende Veriinderung 


der Blutkonzentration. 


') Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. chem. Anal., VIII. Aufl., 
1909, S. 607. 

*) Ebenda, S. 656. 

5) J. Lépine et R. Boulud, Journ. d. physiol. et pathol. gén., 


Bd. 13, S. 178 (1911). 
*) Rona und Michaelis, Bioch. Zeitschr., Bd. 14, S. 476 (1908). 








*) Le a r re 7 
Jb0 K. v. Kéroésy, 


Folgende Tabelle bringt die Resultate der Versuche. In 
die Tabelle wurden nur die Ergebnisse der Versuche iiber 
Zuckerresorption im Darm aufgenommen, wahrend die Resul- 
tate der verschiedenen Kontrollversuche einzeln besprochen 


werden sollen. 
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| Dauer Zuckergehalt | Zuckergehalt |Derselbe auf den 








Nr. a new - odes | Blutes 
’ \Versuches I. Blutprobe | II. Blutprobe | reduziert 
kg | Min) | % | % | 05 
18 30 | (0,41 | 0,109, 0111 0,11 
I | 28 30 0,187, 0,204) 0,109, 0,113 | 0,11 
I 16 909 | 0,080 | 2) | 3) 
IV 13 30. | 0.1534) | 0.2844) | 0,27 
V2 | 800,117, 0,117 0,108, 0,111 | 0,13 
XI 16 | 150 | 0,158, 0,155 0,048, 0,043 0,04 


Wir sehen also, daB der Blutzucker wihrend der Zucker- 
resorption im allgemeinen nicht zu-, sondern abnimmt, und 
zwar umsomehr, je linger der Versuch dauert. Diese Abnahme 
des Blutzuckers kann die Folge der Ausschaltung der Leber 
oder der Nebennieren sein;*) wichtig ist aber, dafh die im 
Darme befindliche 10° /0ige Zuckerlésung selbst den so ent- 
stehenden Zuckerverlust des Blutes nicht zu ersetzen vermag. 
In Vers. IX wollte ich das Verhalten des Blutzuckers bei ver- 
kiirztem Kreislaufe ohne Zuckerinjektion direkt untersuchen; der 
Versuch dauerte leider nur 10 Minuten und zeigte wahrend dieser 
kurzen Zeit eine kaum nachweisbare Abnahme des Blutzuckers. 

Unter den angefiihrten Versuchen, zu welchen ich noch 
den eingangs erwiihnten Versuch hinzurechnen kann, zeigt nur 
Vers. IV eine Zunahme des Blutzuckers, wenn wir von der 


') Von Beginn der Injektion der Zuckerlésung bis zur zweiten 
Blutentnahme. 

*) Die ganze Fliissigkeitsmenge geniigte nicht zur Reduktion von 
10 cem Pavyscher CuSO,-Lésung; der Zuckergehalt war hieraus be- 
rechnet jedenfalls weniger als 0,069°/o. 

8) ¢ 0,071 °%o. 

‘) Aus den fiir Plasma und Bliitkérperchen besonders bestimmten 
Werten auf das Vollblut umgerechnet. 

5) Bang, J., 1. c., VIII. Kap. 
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nicht in Betracht kommenden kleinen Zunahme absehen, welche 
bei Vers. V in der reduzierten zweiten Blutprobe zu sehen ist. 
Die Zunahme des Blutzuckers in Vers. IV konnte dadurch ver- 
ursacht sein, daB in diesem Falle die zweite Blutentnahme erst 
15 Minuten nach Stillstand des Herzens geschah, und der Zucker 
so durch die «tote» Darmwand hindurch diffundieren konnte. Zur 
Bestiitigung dieser Erklarung fiihrte ich Vers. VIII zu Ende, 
trotzdem der Stillstand des Herzens schon wiihrend der Ope- 
ration erfolgte. Die ‘/2 Stunde nach Injektion der 10°/oigen 
Zuckerlésung entnommene Blutprobe, welche viel Gerinnsel 
enthielt, besaB einen Zuckergehalt von 0,37°/o. Dies zeugt also 
fiir die Richtigkeit der gegebenen Erklirung. 

Es kinnte die Frage auftauchen, ob nicht irgendwie die 
Resorption tiberhaupt durch die gebrauchte Versuchanordnung 
verhindert war. Diesbeziiglich kann ich mich aber auf die Ver- 
suche von Bogdandy') berufen, nach welchen, wenn unter 
denselben Bedingungen in den Darm eine 10°/oige Bromid- 
lésung injiziert wurde, 55 bezw. 35 Minuten nachher sich im 
Blute 0,31 bezw. 0,41 °/o (reduziert 0,47°/o) Bromid anhiuften. 

Ubrigens fand ich auch fiir den Zucker den Beweis, dab 
er unter den gegebenen Versuchsbedingungen als solcher resor- 
biert werden kann, aber nicht von dem Darme, sondern von der 
Bauchhohle aus. Vers. VII fiihrte ich ebenso aus wie die tibrigen, 
injizierte aber die 10°/oige Zuckerlésung nicht in den Darm, 
sondern in das vorher vernihte Peritoneum, was in kiirzester 
Zeit eine bedeutende Zunahme des Blutzuckers zur Folge hatte: 
































ee ; ‘ ‘Dauer - Zuckergehalt Zuckergehalt _ 
Korpergewicht _ des Versuches | der I. Blutprobe der II. Blutprobe 
kg | Min. | Fo %o 
| 
18 12 | 0,180, 0,179 0.333, 0,337 


| | 
Dieser Versuch beweist auch, daf die Anhiufung des 
Zuckers im Blute durch den von Sieber und Drierzgowski?) 
beobachteten Glukasegehalt der Lunge nicht verhindert wird. 


') J. Bogdandy, Diese Zeitschrift, Bd. 84, S. 16 (1910). 
*) N. Sieber und W. Drierzgowsky, Diese Zeitschnft, Bd. 62, 
5. 263 (1909). 
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Der resorbierte Zucker gelangt also nach meinen Ver- 


suchen nicht als solcher in das Blut der V. portae. Wenn wir 


auch die Resorption auf dem Wege der Lymphwege nicht als 
ganz ausgeschlossen betrachten, miften wir doch erwarten, 
dafi schon infolge des physikalischen Prozesses der Diffusion 
wenigstens ein Teil des Zuckers seinen Weg in die Blutbahn 
nimmt, wie dies bei der Diffusion durch die «tote» Darmwand 
auch der Fall ist (Vers. VIII). Wenn der Zucker im Blute nicht 
nachweisbar ist, muf er irgend eine Umgestaltung erlitten 
haben, und zwar muf} dies wihrend seines Durchtrittes durch 
die Schleimhaut geschehen sein, da der durch die Serosa kom- 
mende Zucker sich im Blute anhauft (Vers. VII). Der Zucker 
mul} wiahrend dieser Umgestaltung entweder in eine komplexere 
Kindung iibergehen, oder sich in einfachere Korper spalten. 
Fiir die Wahrscheinlichkeit der letzteren Annahme lassen sich 
Harleys!) Versuche anfiihren, der nach Unterbindung der 
Ureteren eine Traubenzuckerlésung in das Blut injizierte, und 
hierauf eine Zunahme des Milchséuregehaltes des Blutes beob- 
achten konnte. 

Die erstere Annahme wiirde im ganzen und grofen der 
Auffassung von Pavy entsprechen; fiir seine Wahrscheinlich- 
keit sprechen mehrere Beobachtungen. Filippi?) fand bei 
Hunden mit Eckscher Fistel nach Kohlenhydraternaihrung im 
Blute viel Glykogen. Nach den Versuchen von Levene und 
Meyer®) polymerisiert das Muskelplasma und das Pankreas- 
extrakt verschiedene Zucker; nach Doxiades‘*) bildet sich aus 
der dem Serum zugesetzten Glukose Maltose. Harden) beo- 
bachtete, dafi aus dem Zucker wihrend der alkoholischen 
Gérung sich ein schwicher reduzierendes Kohlenhydrat bildet. 
Zur Verfolgung dieser Frage bentitze ich das Verfahren von 
Lépine. Lépine versteht unter «virtuellem Zucker» die Ge- 


') V. Harley, Arch. f. Anat. u. Physiol., 1893. Supplem. 46. 

*) F. Filippi, Zeitschr. f. Biol., Bd. 50, S. 72 (1908). 

*) P. A. Levene und G. M. Meyer, The journ. of biol. chem., 
Bd. 9, S. 99 (1911); Bd. 11, S. 347 (1912). 

‘) L. Doxiades, Biochem. Zeitschr., Bd. 38, S. 307 (1912). 

’) A.Harden, Alcolholic fermentation. Longmens, London 1911,5. 29. 
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samtmenge der aus dem Blute durch Fluorwasserstoffhydrolyse 
gewinnbaren reduzierenden Substanzen; derselbe mub also im 
wesentlichen aus Glykosamin bestehen, aber auch das eventuell 
vorhandene Glykogen enthalten. Mit diesem Verfahren wird eigent- 
lich der «virtuelle» -- «freie» = «totale» Zucker bestimmt, und 
hieraus nach Abzug des freien Zuckers («sucre immédiat») der 
<virtuelle» Zucker berechnet 








N «Totaler Zucker» «Freier Zucker» «Virtueller Zucker> 
INE. 





9 | Jy 01 
_ I. Blutprobe 0,11 | 0,08 0,03 
” oe Oe | si — 
. | 
I. Blutprobe | 0,12!) fe 0,091) 0.03 
’ oe | 0,15 | 0,18 0,02 


| | | 

Trotz dieser negativen Resultate halte ich es nicht fiir 
ausgeschlossen, dafi bei liinger dauerndem Versuche der «vir- 
tuelle Zucker» zunehmen wiirde. Die erhaltenen Mengen des « vir- 
tuellen» Zuckers sind tibrigens etwas geringer als jene Lépines.?) 

Im Verlaufe meiner Versuche machte ich noch einige 
Beobachtungen beziiglich dreier Nebenfragen, und zwar beztig- 
lich des Zuckergehaltes der Blutkérperchen, des freien Zustandes 
des Blutzuckers und des Vorhandenseins eines Disaccharides 
oder niedrigen Polysaccharides im Blute. 

Da ich vermutete, daB der im Blute in komplexerer Bindung 
vorhandene («virtuelle») Zucker wahrend des Versuches zu- 
nehmen wird, wollte ich Plasma und Blutkérperchen einzeln 
untersuchen. Ich dachte besonders in dem «virtuellen» Zucker- 
gehalte der letzteren, speziell der weifen Blutkérperchen, eine 
Zunahme finden zu kénnen, obgleich dieser Annahme die Be- 
obachtung von Levene und Meyer’) gewissermaben wider- 


') Aus den fiir Plasma und Blutkérperchen besonders bestimmten 
Werten auf das Vollblut umgerechnet; die wahren Werte wiiren etwas 
héher, siehe S. 364 unten. 

*) J. Lépine, Le diabéte sucré. Paris, Alcan, 1909, I. Kap. 

*) P. A. Levene und G. M. Meyer, The journ. of biol. chem, 
Bd. 11, S. 361 (1912); Bd. 12, S. 265 (1912); Bd. 14, S. 149, 551 (1913). 
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spricht, nach welcher die einer Zuckerlésung zugefiigten weiBen 
Blutkérperchen den Zucker nicht polymerisieren, sondern in 
geringem Mafe zu Milchsaéure spalten. Die zweite Blutprobe 
von Vers. IV konnte aber aus obenerwahntem Grunde nicht 
herangezogen werden, und in Vers. V war die Menge der erhal- 
tenen zweiten Blutprobe zu gering, um Plasma und Blutk6rper- 
chen besonders untersuchen zu kénnen. ‘Trotzdem kann ich 
beziiglich der ersten (dem normalen Blute entsprechenden) 
Blutprobe die Beobachtung von Rona und Michaelis!) sowie 
anderer’) bestatigen, da die Blutkérperchen freien Zucker 
enthalten. 

Das Blut wurde zentrifugiert, der Zuckergehalt des so 
erhaltenen Plasmas und Blutkérperchen besonders bestimmt, 
und aus dem Zuckergehalte der Plasma enthaltenden Blutkorper- 
chen mittels des Hiimatokritwertes der Zuckergehalt der reinen 
Blutkérperchen berechnet. Die Bestimmung des freien Zuckers 
geschah auch in diesem Falle nach EnteiweifBung mit Eisen- 
lésung mittels der Methode von Pavy, jene des «totalen» resp. 
«virtuellen» Zuckers nach Lépine. 

















| Zuckergehalt Zuckergehalt 
Nr. des Plasmas der reinen Blutkérperchen 
0/5 Fo 
IV. | «Freier» Zucker | 0,201, 0,196 0,07 
«Freier» Zucker | 0,11 | 0,05 
V. |<Totaler> > | 0,18 | 0,06 
<Virtueller> > | 0,07 | 0,01 


In Vers. V war die Menge des direkt bestimmten freien 
Blutzuckers (0,12°/o) gréBer, als nach Berechnung aus den fir 
Plasma und Korperchen besonders bestimmten Werten (0,09°/o): 
offenbar nahm wihrend des lange dauernden Zentrifugierens und 
des auch sonst verzégerten Aufarbeitens die Glykolyse zu. Ahn- 


‘) P. Rona und L. Michaelis, Bioch. Zeitschr., Bd. 16, 5S. 60 
(1909); Bd. 17, S. 375 (1909). 

2) J. Lépine und R. Boulud, ebenda, Bd. 32, S. 287 (1911); 
Hollinger, ebenda, Bd. 17, S. 1 (1909); E. Frank u. H. Brettschneider, 
Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 226 (1911). 
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liche Divergenzen fanden auch Rona und Michaelis.!) Das 
Plasma besaB in Vers. V einen bedeutenden «virtuellen» Zucker- 
gehalt, was mit Léepines*) Werten ziemlich gut iibereinstimmt. 
Die Blutkérperchen zeigten nur einen verschwindenden Gehalt 
an «virtuellem« Zucker. 

In meinem allerersten, vor langem ausgefiihrten Versuche 
fand ich — wie erwihnt — in der zweiten Blutprobe qualitativ 
keinen Zucker. In Vers. I der hier mitgeteilten Reihe wollte 
ich mich neben der chemischen Zuckerbestimmung auch mittels 
der von Rona und Michaelis*) stammenden schénen Methode 
der osmotischen Kompensation davon tiberzeugen, ob das zu 
Ende des Versuches gewonnene Blut iiberhaupt freien Zucker 
enthalt. Das Ergebnis war, dab die zuckerfreie, isotonische 
Aufenfliissigkeit in 6 Stunden unter stindiger Riihrung bei 
Zimmertemparatur vom Blute einen Zuckergehalt von weniger 
als 0,05°/o gewann (Titrationswert 0,11°/o). Die erste Blut- 
probe wurde unter denselben Bedingungen gegen eine isoto- 
nische und zugleich 0,1°/o Traubenzucker enthaltende Lésung 
dialysiert, wobei der Zuckergehalt der letzteren auf 0,13°/o 
stieg (Titrationswert 0,14°/o). Dies bestitigt also die Beobach- 
tung von Rona und Michaelis, daf sich der Blutzucker mittels 
der Methode der osmotischen Kompensation als in freiem Zu- 
stande befindlich zeigt. 

Bei dem beziiglich der Resorption von der Bauchhohle aus 
angestellten Vers. VI{ wollte ich mich auch davon iiberzeugen, 
ob die Reduktionskraft des Blutzuckers nach Séurehydrolyse zu- 
nimmt, wie dies Pavy*) hauptsiachlich fiir das Kaninchen-, aber 
auch fir das Hundeblut (S. 14) und Lépine') fiir das Hundeblut 
angeben. Vielleicht steht der neuerdings von mehreren®) erhobene 
Befund, daf die Blutkoérperchen einen nicht vergirbaren kohlen- 





‘) P. Rona u.J. Michaelis, Biochem. Zeitschr., Bd. 16, S. 60 (1909). 

*) J. Lépine, 1. c., S. 72. 

*) P.Ronau.L. Michaelis, Biochem. Zeitschr., Bd. 14, S. 476 (1908). 

) Pavy, |. ¢., 8. 18, 

*) J. Lépine, |. c., S. 61. 

°) H. Lyttkens u. J. Sandgren, Biochem. Zeitschr., Bd. 26, S. 382 
(1910); E. Frank u. A. Brettschneider, 1. ¢. 
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hydratartigen Stoff enthalten, mit diesen Beobachtungen in Zu- 
sammenhang. Das nach Enteiweifung erhaltene Filtrat wurde 
ungefiihr auf das urspriingliche Volumen eingeengt, bis zu 2°), 
mit Salzsiéure versetzt, !/2 Stunde lang am Riickflubkthler hydro- 
lysiert; die erste (normale) Blutprobe ergab 0,171, 0,177 °/o 
Zucker, die zweite 0,326 °/o, gegentiber 0,180, 0,179 resp. 0,333, 
0,337°/o vor der Hydrolyse. Die Reduktionskraft blieb also im 
wesentlichen unverindert, jedenfalls nahm sie nicht zu; wir 
haben also keinenGrund, die Anwesenheit eines Disaccharides, 
z. B. von Maltose, oder eines niederen Polysaccharides im Blute 
anzunehmen. Der Gegensatz zu den Befunden von Pavy und 
Lépine kann durch die verschiedene Art der Enteiweibung 


verursacht sein. 





Das Hauptergebnis dieser Versuche ist also, dafi bei Be- 
schriinkung des Blutkreislaufes auf Darm, Lungen und Herz 
der resorbierte Zucker nicht als solcher in das Blut gelangt. 
Hierbei darf aber nicht vergessen werden, daf der Darm unter 
normalen Verhiiltnissen mit dem ganzen Organismus in Gegen- 
wirkung steht, was durch die gebrauchte Versuchsanordnung 
sozusagen ganz eliminiert wird. Es kénnen sowohl das Nerven- 
system, als die Produkte der inneren Sekretion von Einfluf 
sein. Von den letzteren kann das fiir den Kohlenhydratstoft- 
wechsel sehr bedeutungsvolle Adrenalin nicht in den verkitirzten 
Kreislauf gelangen, wahrend die Produkte des Pankreas hinein- 
gelangen kénnen, sogar eventuell in dem engen Kreislaufe eine 
stiirkere Wirkung entfalten. Es ist auch mdglich, dafi den 
Phosphaten bei der Zuckerresorption eine bedeutende Rolle zu- 
kommt, da ja dieselben nach den Untersuchungen von Harden!) 
und Euler?) bei der alkoholischen Géirung mit dem Zucker in 


enge Verbindung treten. 


1) A. Harden, |. c., S. 38. 

*) H. Euler, Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 15 (1911); Bd. 76, S. 241, 
468 (1911); Bd. 77, S. 395, 488 (1912); Bd. 80, S. 175, 205 (1912); Euler 
(ebenda, Bd. 79, S. 375 [1912]) verfolgte auch das Schicksal dieser kom- 
plexen Verbindung im tierischen Organismus. 
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Meine Versuche beweisen jedenfalls, dal} die Resorption 
des Zuckers sicher nicht der einfache Prozel} ist, fiir den er 
gehalten wurde. Der Chemismus des tierischen Organismus 
arbeitet tiberhaupt mit viel tiefer greifenden Umgestaltungen, 
als man es auf Grund der 4lteren Untersuchungen zu deuten 
pflegt. Die erste Etappe der Nahrstoffe bei ihrer Wanderung 
durch den tierischen Organismus, ihr Durchtritt durch die Darm- 
schleimhaut, kann schon mit tiefgreifenden Umgestaltungen 
einhergehen. 











Uber die Chlorophyllassimilation. 
Von 


K. v. Koérésy. 
(Mitteilung aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1913.) 


Unsere Kenntnisse tiber die quantitativen Verhiltnisse 
der in den griinen Pflanzenteilen vor sich gehenden Kohlen- 
siureassimilation sind ziemlich spérlich, Sachs!) wies die 
Stiirke nur qualitativ nach und rechnete in seinen quantitativen 
Untersuchungen den Gewinn an Trockensubstanz einfach als 
Stiirke. Die Zunahme an Trockensubstanz wurde seit Sachs 
des Ofteren untersucht. Brown und Morris?) verfolgten in 
ihren grundlegenden Untersuchungen, in welchen relativen Ver- 
hiiltnissen in den assimilierenden blattern unter verschiedenen 
Umstiinden die verschiedenen Kohlenhydrate vorkommen, lieben 
aber die absolute Grdfe der Trockensubstanzzunahme aufer 
Achtung. Nur Menze®*) und Sapoznikov’*) untersuchten gleich- 
zeitig die Zunahme der Kohlenhydrate und der Trockensubstanz. 

Vom Standpunkte des Haushaltes der Natur aus aber ist 
eben die quantitative Seite der Chlorophyllassimilation, eigent- 
lich nicht einmal so sehr die Menge der entstehenden Stoffe. 
als vielmehr der Gewinn an gebundener chemischer Energie, 
was uns in erster Reihe interessiert. Diese Frage wurde zuerst 
durch Detlefsen®) im Institute von Sachs untersucht; er 
bestimmte mittels Thermoelemente, um wie vieles mehr von 
der strahlenden Energie der Sonne durch ein Blatt in CO,- 
haltiger Atmosphire absorbiert wird, als in CO,-freier. Der 


') J. Sachs, Arb. bot. Inst. Wiirzburg, Bd. 3, S. 1 (1888). 

2) H. T. Brown und G. H. Morris, Journ. of the chem. soc. Trans., 
Bd. 63, S. 604 (1893). 

5) G. Menze, Justs Jahresber., 1888, Abt. 1, S. 34. 

*) N. V. Sapoznikov, Bot. Centralbl., Bd. 63, S. 246 (1895). 

°) E. Detlefsen, Arb. bot. Inst. Wiirzburg, Bd. 3, S. 534 (1888). 
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Wiirmeaustausch assimilierender Blatter wurde durch Brown 
und Escombe!) einer duferst griindlichen und sorgfiltigen Unter- 
suchung unterworfen. Sie untersuchten die im Blatte stattfindende 
Absorption der strahlenden Energie der Sonne, sowie die 
einzelnen Faktoren des Wirmeaustausches zwischen dem Blatte 
und seiner Umgebung; die zur Assimilation aufgewandte Energie- 
menge bestimmten sie aber nur aus der Menge der absorbierten 
Kohlensaure, in der Annahme, dai aus der Gesamtmenge der 
absorbierten Kohlensdéure Kohlenhydrate gebildet werden. 
Wenn wir die biochemischen Strahlenwirkungen in die 
zwei Hauptgruppen der mit Bindung chemischer Energie ein- 
hergehenden und der photokatalytischen Prozesse einteilen,?) 
so muf es einstweilen als unbewiesen betrachtet werden, ob 
die Chlorophyllassimilation tatsachlich zur ersten dieser beiden 
Gruppen zu rechnen ist, als deren typischer Reprisentant sie 
angefiihrt zu werden pflegt, oder ob es sich nicht um einen 
endothermischen, auf Kosten der Wirme der Umgebung vor 
sich gehenden, aber auf photokatalytischem Wege beschleunigten 
Prozeb handelt. Es muf némlich fiir méglich erachtet werden, 
dai zur Reduktion der Kohlenséure in den grinen Pflanzen- 
teilen nicht die strahlende, sondern die Wiarmenergie verbraucht 
wird. Der Gedanke, dafi die Assimilation ein, durch die ver- 
schiedene Erwiirmung der verschiedenen ‘Teile der assimi- 
lierenden Zelle verursachter thermochemischer Prozefh sein 
koOnne, wurde iibrigens schon von J. Fischer*) aufgeworfen. 
Anderseits ist es aber auch méglich, dali an die Kohlen- 
siureassimilation, als einen endothermischen (Reduktions-) 
Prozeh irgend ein exothermischer (Oxydations-)Prozebh  ge- 
koppelt ist, d. h. daB vom Standpunkte der Energiebilanz aus 


') H. T. Brown und F. Escombe, Proc. Roy. Soc., Ser. B., Bd. 76, 
Nr. 507, S. 29 (1908). 

*) Eine derartige Einteilung Jaft sich nach Ostwald (Grundrif 
d. allg. Chemie, IV. Aufl., Leipzig, Engelmann, 1909, S. 587) durchfiihren ; 
s.: K. Ké6résy, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 137, S. 123 
(1910), 

3) J. Fischer, Zeitschr. f. Elektrochemie, Bd. 12, S. 654 (1906) ; 
Die organ. Natur im Lichte d. Warmelehre, Berlin, Friedlander, II. Aufl. ; 
Die Lebensvorgiinge in Pflanzen und Tieren, ebenda, 1908. 
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die chemische Energie der Assimilationsprodukte keinen reinen 
Gewinn bedeutet. 

Auf Grund dieser Uberlegungen erschien es nicht als aus- 
sichtslos, zu untersuchen: 1. Inwieweit die Assimilationsprodukte 
aus Stirke bzw. Zucker, oder eventuell aus Lipoidstoffen be- 
stehen; 2. in welchem Verhiiltnisse der Gewinn an chemischer 
Energie (Verbrennungswiirme) zum Gewinne an Trockensubstanz 
resp. Kohlenhydraten steht. In Verbindung mit der Untersuchung 
der Assimilation wurden iibrigens bisher noch gar keine quan- 
titativen Fettbestimmungen unternommen. Es war zu erwarten, 
dafi diese Untersuchungen auch dariiber Aufklarung bringen 
werden, ob an die Kohlensiureassimilation irgend ein Oxyda- 
tionspozeh gekoppelt ist. Auf das oben behandelte erste 
Problem, ob die Kohlensiiurereduktion auf Kosten der strahlenden 
oder der Wirmeenergie geschieht, konnte aber selbstverstiand- 
lich kaum eine Antwort erwartet werden. Einstweilen kénnen 
wir uns auch gar keine Versuchsanordnung vorstellen, die hierzu 
geelignet wire. 

Die Versuche konnten nur an abgepfliickten Blattern aus- 
gefiihrt werden. Es wird allgemein behauptet,!) daB die Assimi- 
lation nur an, an Ort und Stelle gelassenen bliattern, durch 
Bestimmung der verbrauchten Kohlensiuremenge richtig unter- 
sucht werden kann. Diese letztere Methode gibt jedenfalls 
richtigere Resultate, insofern als die Stomata nach Brown 
und Escombe?) am abgeschnittenen Blatte stairker gedffnet 
sind, als an dem am Stiele gelassenen, was die Assimilations- 
intensitat wesentlich beeinfluBbt. Hingegen kann der Einwand, 
das abgepfliickte Blatt kénnte iiberhaupt nicht als normal be- 
trachtet werden, weil es mit dem ganzen Organismus der Pflanze 
nicht im Zusammenhange steht, nicht fiir stichhaltig gelten, da 
dann ebenso gut gar kein physiologischer Prozef an einem iso- 
lierten Organe analysierbar wire. Die fiir einen Versuch am besten 
geeignete Methode hangt selbstversténdlich von den Eigenheiten 
des Problemes ab; wenn wir die Menge der Assimilationspro- 


‘') z. B. Fr. Czapek, Biochemie der Pflanzen, Fischer, Jena, 1904, 
Bd. 1, S. 498. 
*) H. T. Brown und F. Escombe, 1. ec. 
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dukte bestimmen wollen, so miissen wir ihre Fortwanderung 
verhindern, kénnen also nur mit abgepfliickten Blattern arbeiten. 
Ich mufte auch damit im vorhinein im klaren sein, dah 
das Vergleichen der Versuchssubstanz mit einer Kontrollsubstanz 
mit bedeutenden Fehlern behaftet ist, konnte aber dem Wesen 
des Problemes nach nicht mit einer und derselben Substanz 
arbeiten. Bei Beniitzung einer Differenzmethode kumuliert sich 
der gesamte Versuchsfehler auf die Differenz, deren verschiedene 
Kigenschaften wir eben untersuchen wollen. Ich muBSte also 
im vorhinein erwarten, daf zwischen den Resultaten der einzelnen 
Versuchsreihen sich grobe Divergenzen zeigen werden, und 
konnte aus den Versuchsergebnissen Schliisse nur dann ziehen. 
wenn die sich ergebenden Unterschiede sehr grof} waren. 


Urspriinglich versuchte ich mit den blittern von Helianthus 
annuus L. zu arbeiten, aus denselben nach der Sachsschen!) 
Methode vor und nach der Assimilation mittels Blechformen 
gleich grofe symmetrisch gelegene Teile ausschneidend. Da 
ich aber die zu Anfang des Versuches abgeschnittenen stiel- 
losen Blatthalften nicht ins Wasser stellen konnte, fand ich 
dann auf Grund einer Wahrscheinlichkeitsiiberlegung folgende. 
iibrigens auch leichter ausfiihrbare Methode fiir praktischer. 

Wenn man viele kleine, nach dem Augenmal} roh beurteilt, 
gleich grofBe Blatter sammelt, eliminieren sich die Grofenunter- 
schiede der einzelnen Bliitter und es kann erwartet werden, 
daB, wenn man geniigend zahlreiche gleichzahlige Blatter ge- 
sammelt hat, die Trockengewichte dieser Blattmengen gleich 
sein werden. Bei zwei Gelegenheiten kopierte ich 24 bezw. 
17 Akazienblattchen auf lichtempfindliches Papier. Ihre mittleren 
Oberflachen waren planimetrisch gemessen 9,6 bezw. 10,3 qcem. 
Die mittleren Abweichungen?) der einzelnen Blattoberflichen 
vom Mittelwerte (nach oben und unten) waren das eine Mal 
14,1, das andere Mal 17,2, also durchschnittlich 15,6 °/o. Nehmen 
wir je 200 Blittchen, so wird der mittlere Fehler des Mittel- 


\ J. Sache, |. «. 
*) Fr. Kohlrausch, Lehrb. d. prakt. Physik, Bd. 11, Leipzig, 
Teubner, 1910, S. 2. 
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wertes 1,1°/o sein, was als geniigende Genauigkeit gelten kann. 
So fiihrte ich dann die Versuche mit je 200 Blattchen der 
lobinia Pseudoacacia L. Umbraculifera D. C. aus.') 
Abgesehen hiervon, wollte ich mich auch experimentell 
davon uberzeugen, ob das Trockengewicht von je 200 in der 
angefiihrten Weise gesammelten Blattchen das gleiche ist. Die 
Bestimmung des Trockengewichtes geschah in der spiter zu 
erwahnenden Weise, die gefundenen Unterschiede sind teilweise 
durch die zu erwahnende Ungenauigkeit der Trockengewichts- 
bestimmung verursacht. Die erste derartige Probe ergab eine 
bedeutende Abweichung, vielleicht infolge eines rohen Fehlers: 
das Trockengewicht der 200—200 Bliattchen war 7,035 bezaw. 
6,367 g. Die Werte der zweiten, mit der II. Versuchsreihe 
gleichzeitig gesammelten Probe stimmten geniigend tberein: 
7,399 bezw. 7,578 g. Die Brauchbarkeit der gewahlten Methode 
zeigt sich des weiteren auch darin, dafi in beiden Versuchs- 
reihen die im geheizten dunkeln und ungeheizten dunkeln Zimmer 
gehaltenen 200—200 Blattchen ungefiéhr gleiche Trockenge- 
wichte hatten (7,607 bezw. 7,763 und 7,521 bezw. 7,734 g). 
Die Versuche wurden im August des verhiltnismibig 
kiihlen Sommers 1912 am Schwabenberge bei Budapest aus- 
gefiihrt; die Bliitter wurden gegen 9 Uhr morgens gesammelt. 
Die untersten Blittchen wurden abgepfliickt, die Stiele in 
durchlécherte Korkplatten gesteckt und die Korkplatten auf 
Leitungswasser, bezw. Sachssche?) Nahrsalzlésung gelegt. 


') Beim Sammeln der photographierten und planimetrierten Blatter 
wollte ich mich auch iiber den eventuellen Einfluf jenes psychologischen 
Momentes unterrichten, ob man, wenn gleich grofe Blattchen grdferer 
Form zu suchen sind, gegen Ende des Sammelns, wenn nur mehr wenig 
Blatter vorhanden sind, nicht geneigt ist, kleinere Blattchen mit aufzu- 
nehmen. Zu diesem Ende lief$ ich die Blattchen, als nicht mehr viel 
von ihnen vorhanden war, in 8—9er Gruppen mit dem Auftrage sammeln, 
dafs die betreffende Person die Blaittchen so lange sammeln soll, bis sie 
nur noch von der gewiinschten Grife welche findet. Die durchschnitt- 
lichen Blattoberfliachen waren das einemal der Reihe nach 9,5, 9,0, 
10,4 qcem, das anderemal 10,7 und 9,9. Von einem wesentlichen Unter- 
schied im erwihnten Sinne kann also keinesfalls die Rede sein. 

2) J. Sachs, s. Kiister, Anleit. z. Kultur d. Mikroorgan., Teubner. 
Leipzig 1907, S. 17. 
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30 Blatter kamen auf Wasser in die Sonne, ebenso viele da- 
neben auf Nahrsalzldsung («Sonne; Wasser» und «Sonne: 
Niahrlésung: ). Weitere 30—30 Blatter kamen in dunkle Zimmer, 
die einen in ein ungeheiztes, die anderen in ein geheiztes 
(«dunkel: kalt» und «dunkel; warm»). Ich trachtete die Heizung 
so zu regulieren, dah die Temperatur des Zimmers die Auben- 
temperatur tibersteige. Die durchschnittlichen Temperaturen 
waren wiihrend der beiden Versuchsreihen: Sonne (unberubtes 
Thermometer) 26 bezw. 21, dunkles kaltes Zimmer 23 bezw. 18, 
dunkles warmes Zimmer 26 bezw. 31°. Beide Versuchsreihen 
dauerten von vorm. 10 Uhr 30 bis nachm. 6 Uhr 30. Sémtliche 
Blatter blieben vor Beginn des Versuches und nach Beendigung 
desselben, bis die Bliittchen getrocknet wurden, nebeneinander 
in gleicher Belichtung stehen. Nach Beendigung des Versuches 
wurden von jeder der aus 3O Blittern bestehenden Gruppe 
200 ungefiihr gleich grofbe bBlattchen ausgewihlt!) und die- 
selben nach 10—25 Minuten lang dauerndem Trocknen bei 
ca. 100° im Moérser gepulvert. Die Blattpulver blieben im Labora- 
torium unter einer etwas schief gestellten Glocke wochenlang 
unbedeckt stehen, damit sie lufttrocken werden. 

Zuerst mubte bestimmt werden, wieviel Wasser noch in 
dieser lufttrockenen Substanz enthalten war. Die genaue Be- 
stimmung des Trockenriickstandes war aber kaum ausfthrbar. 
Proben der Blattpulver wurden monatelang im 100°%igen Luft- 
bade gehalten, ohne Gewichtskonstanz erreichen zu k6nnen. 
Darum mufte ich mich entschlieBen, neue Proben 24 Stunden 
lang bei 100° zu trocknen, und betrachtete die so erhaltene 
Substanzmenge als Trockenriickstand, nachdem ich mich iiber- 
zeugte, dafi weiteres Trocknen wihrend einer Stunde keinen 
weiteren Gewichtsverlust verursachte. 

Urspriinglich wollte ich den Gehalt der Blatter an Stirke 
und Zuckerarten gesondert bestimmen. Zu diesem Ende be- 
stimmte ich einige Male die Gesamtmenge der Zuckerarten 


') Nur von den in Niahrlésung gehaltenen Blittern der zweiten 
Versuchsreihe pfliickte ich 180 Blattchen; die Werte sind aber auch in 
diesem Falle nach Umrechnung auf 200 Blattchen angegeben. 
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nach Brown und Morris:!) das Blattpulver wurde erst mit 
Ather, dann mit Alkohol extrahiert, der alkoholische Extrakt 
mit 2°/oiger Salzsiure '/2 Stunde lang hydrolysiert und der 
Zuckergehalt nach Bertrand?) bestimmt. Die von Brown 
und Morris befolgte enzymatische Starkebestimmung ist haupt- 
siichlich dazu geeignet, die Starke qualitativ von anderen 
iihnlichen Kohlenhydraten zu unterscheiden. Zur quantitativen 
Bestimmung siimtlicher stiirkeartiger Produkte wollte ich nach 
teinkes*) Methode vorgehen; doch stellte es sich heraus, 
dafi im Autoklaven durch die Milchséurehydrolyse aus dem 
{iickstande des Alkoholextraktes umsomehr Zucker zu er- 
halten war, je linger die Hydrolyse dauerte. Unter diesen Be- 
dingungen kénnen auch aus reiner Zellulose erhebliche Zucker- 
mengen erhalten werden. Nachdem es sich noch zeigte, daf 
auch aus dem Atherextrakte durch Saéurehydrolyse, obgleich sehr 
geringe Mengen einer reduzierenden Substanz zu erhalten sind, 
schien es richtiger, siimtliche Stiérke- und Zuckerarten, d. h. die 
(;esamtmenge der nicht celluloseartigen Kohlenhydrate ‘) ineinem 
gemeinsamen Werte zu bestimmen, wie dies auch Sapoznikov’®) 
tat, der aber seine Methode nicht genug ausfiihrlich beschreibt. 

Mein Ziel war also, die Stérke, die dextrinartigen Korper 
und die Zuckerarten so in Lésung zu bringen, dafi dadurch 
die Cellulose nicht angegriffen werde, und dann die in Losung 
gebrachten Substanzen bis zu den einfachsten Zuckern zu 
spalten. Zu beiden Prozessen wihlte ich das Kochen mit Salz- 
siure geeigneter Konzentration. 

Es geniigt bekanntlich das Kochen mit der verdiinntesten 
Salzsiiure, um die Stirke in wasserlésliche Form zu bringen; 
wichtig ist aber, da’ die Salzsiiure nicht so stark sei, um 


') H. T. Brown und G. H. Morris, I. c. 

*) G. Bertrand und P. Thomas, Guide p. |. manipul. de chim. 
biol., Paris, Dunod-Pinat, 1910, S. 67. 

*) J. Kénig, Chem. d. menschl. Nahr.- u. Genufmittel, IV. Aufl., 
Bd. 3, 1. Teil, S. 439, Berlin, Springer, 1910. 

*) Unter Cellulose ist hier im allgemeinen die Gruppe der schwer 
hydrolysierbaren Kohlenhydrate zu verstehen. 

5) N. V. SapoZnikov, Ber. d. Deutsch. bot. Ges., Bd. 9, 5S. 293 
(1891); Faulenbachs Methode? s. ebenda, Bd. 8, S$. 234 (1890). 
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auch die Cellulose zu hydrolysieren. Um die entsprechende 
Saiurekonzentration zu finden, kochte ich je 1 g reiner Cellulose 
(schwedisches Filterpapier) 1 Stunde lang in 50 ccm ver- 
schieden konzentrierter Salzsiiure am Riickflufbkiihler und be- 
stimmte die erhaltene Zuckermenge als Glykose gerechnet nach 
Bertrand. Die Filtrate der beiden mittleren Versuche wurden 
vorher, um eventuell vorhandene Polysaccharide zu hydro- 
lysieren, !/2 Stunde lang mit 2,5°%/oiger HC! am Riickflubktihler 
gekocht. Das Ergebnis war wie folgt: 


4 ee ee ee ee ae 0,3 0.6 1,25 2,5 
Gebild. Zucker in °/o der Cellulose.  Spuren O,4') 1,5 2,9 


Um die Stirke in LoOsung zu bringen, konnte ich also 
getrost mit 0,2°/o Salzsiiure ''2 Stunde lang kochen. 

Als ich den nach dieser Behandlung erhaltenen Riick- 
stand von 0,6 g Blattpulver mit 50 cem einer 2,5° oigen Salz- 
siiure auf dieselbe Weise kochte, erhielt ich 17,8 mg Zucker, 
d. h. 3,0°/o, also gerade ebensoviel, als aus der reinen Cellu- 
lose. Hiermit ist es also bewiesen, daf durch das zur Lésung 
der Stiirke gewihlte Verfahren alle stirkeartigen Substanzen 
extrahiert wurden, und da die Kohlenhydrate des Riickstandes 
ruhig als Cellulose betrachtet werden konnten. Das befolgte Ver- 
fahren gab also eine scharfe Grenze zwischen Stiirke und Cellulose: 
es storten keine KOrper dazwischenliegenden Verhaltens. 

Im zweiten Prozesse, beider Hydrolyse der Stirke mubte nur 
darauf geachtet werden, dafh die Salzséure den Zucker nicht an- 
greift. Eine besonders angestellte Versuchsreihe bewies, daf eine 
0,33°/o Traubenzucker enthaltende Lisung mit verschieden kon- 
zentrierter Salzsiure 1 Stunde lang am Riickflubkiihler gekocht, 
nur ganz kleine Zuckerverluste erlitt; so erhie!lt ich z. B.: 
es? % 4 + oe eS ee 0,7 14 2,7 
Zuriickerhaltener Zucker in %o . . 97.8 | 98,1 97.6 

Zur Hydrolyse der Starke konnte also 2!/2 Stunden lang 
mit Salzséure gekocht werden.?) 

Der ganze Gang der Bestimmung gestaltete sich dem- 

') Nach der Tabelle Bertrands extrapoliert. 


*) Siehe weiter: C. Sherman, Organic anal., New-York, Macmillan, 
1912, If. Aufl., S. 61. 
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entsprechend folgendermafen: 0,6 g Blattpulver wurden !/2Stunde 
lang in 50 ccm einer 0,2°/oigen Salzsiiureldsung am RiickfluB- 
kiihler gekocht, durch einen Gooch-Tiegel filtriert, das Filtrat 
am Wasserbade auf etwa 10 ccm eingeengt, nach Zusatz einer 
2,5°/oigen HCl entsprechenden Salzsiiuremenge auf 50 ccm ge- 
bracht, 2'/2 Stunden lang am Riickflubkiihler gekocht, erst mit 
Natronlauge, dann mit Essigsaéure neutralisiert, zur Klaérung 
der Fliissigkeit 10 ccm dialysierter Eisenl6sung') zugesetzt, 
das ganze auf 200 ccm gebracht, filtriert und 180 cem des 
Filtrates nach schwacher Ansiuerung mit Essigséiure am Wasser- 
bade eingeengt, bis damit die Zuckerbestimmung nach Bertrand 
ausgefiihrt werden konnte (als Glykose gerechnet). Die mit- 
geteilten Werte sind Mittelwerte zweier Parallelbestimmungen. 

Die Verbrennungswiirme der Blattpulver wurde an 1/2 g 
Substanz in einer, mit einem vergoldeten Einsatz versehenen 
Berthelotschen Bombe bestimmt. Die der Verbrennung des 
N-Gehaltes des verbrauchten Sauerstolfes zu Salpetersaure 
entsprechend anzubringende Korrektion wurde im Mittelwerte 
der bei den Wasserwertbestimmungen ermittelten Werte ange- 
bracht, da die bei Verbrennung des Blattpulvers erhaltenen 
hdheren Werte durch die fliichtigen, saueren Verbrennungs- 
produkte der Blatter verursacht waren. Das Blattpulver er- 
wies sich tibrigens als eine ausgezeichnet zu Pastillen preb- 
bare und vollstiéndig verbrennbare Substanz. 

Die Bestimmung des Fettgehaltes geschah durch 6stin- 
diges Extrahieren im Soxhletschen Apparate. Im Verlaufe 
der erwiihnten Zuckerbestimmungen nach Brown und Morris 
wurde einige Male auch das Gewicht des alkoholischen Extraktes 
ermittelt: es machte ungefaéhr 25°/o der Trockensubstanz aus. 


Die in den beiden Versuchsreihen erhaltenen Resultate 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 

Die Tabelle zeigt in erster Reihe, dal zwischen denim dunkeln 
ungeheizten und den im dunkeln geheizten Zimmer gehaltenen 
Blattern, mit Riicksicht auf den bei der Trockengewichtsbestim- 


') Hoppe-Seyler-Thierfelder, Chem. Anal., VIII. Aufl., Berlin, 
Hirschwald, 1909, S. 656. 
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378 K. v. Kérésy, 
mung begangenen Fehler, kein in Betracht kommender Unter- 
schied besteht. Die Verschiedenheit in der Atmungsintensitét er- 
wies sich also als so gering, daf sie innerhalb der bedeutenden 
Grenzen der Versuchsfehler bleibt.!) Hatte sich eine bedeutende 
Abweichung gezeigt, so hitte ich durch Interpolation den Grad 
der Atmungsintensitét ermitteln kénnen, welcher der Tempe- 
ratur der in der Sonne gehaltenen Blatter entsprochen hatte. 
Zur Grundlage der weiteren Vergleiche konnte getrost 
der Mittelwert, der im dunkeln geheizten und im dunkeln un- 
geheizten Zimmer erhaltenen Werte gewihlt werden. Die in 
der Sonne und im dunkel gehaltenen Blatter haben im Ver- 
laufe des Versuches durch die Atmung gleiche Substanzver- 
luste erlitten, das sich in den Werten der ersteren gegeniiber 
denen der letzteren zeigende Plus ergibt also das vollstindige 
Ausmal} dessen, was die Blatter durch Assimilation gewonnen 
haben. Diese Vergleiche lassen sich aber selbstverstindlich 
nicht auf Grund des perzentuellen Staérke- +- Zuckergehaltes und 
der spezifischen Verbrennungswiarme, sondern nur auf Grund der 
auf die gesamte Trockensubstanz berechneten Werte ausfiihren, 
da es sich ja eben um die Bestimmung dessen handelt, inwieweit 
der Trockensubstanzgewinn aus Starke -+- Zucker besteht, und wie 
grob die durchschnittliche Verbrennungswirme dieses Trocken- 
substanzgewinnes ist. Der Ubersichtlichkeit halber stelle ich die 
Ergebnisse des Vergleiches in folgender Tabelle zusammen 


I. Versuchsrethe. 











_ Trocken- | Zucker b Ver- 
| substanz -+ Starke | >"ennUngs- 
| wirme 
| g | g Cal. 
Mittelwerte von «dunkel, kalt» und | | | 
‘dunkel, warm» ......../| 7,69 | O59 | 36,1 
Sonne, Wasser> .....+si«ss| @aF | Gay | 39,9 
| | 
«Sonne, Nihrldsung> ........! 805 | O61 | 36,9 
Uberschufi bei «Sonne, Wasser> .. «| 78 =| 0,08 | 3,8 
» «Sonne, Nihrlésung> .| 0,36 | 0,02 | 0,8 


') Zum Vergleiche s. F. F. Blackmann und G. L. G. Matthaei, 
Proc. Roy. Soc, Ser. B., Bd. 76, Nr. 511, S. 402 (1905). 
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ll. Versuchsreihe. 
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| Trocken-| Zucker ' Ver- 
ee yrennungs- 
| stanz Starke ea 
ead Wide wiirme 
g | g Cal. 
Mittelwerte von «dunkel, kalt» und | 
e@gnkel, warms . 5... 5% .% 7,63 | O71 36,6 
Sonne. Wasser> ..........!| 895 | O87 40,5 
«Sonne, Nihrljsung> ......../ «7,86 | 0,78 35,1 
Wberschuf bei «Sonne, Wasser> ...|) 1,32 | O16 | 3.9 
: » «Sonne, Nihrlésung» .| 0,23 | 0,07 — 1,5 


Die auf Wasser gesetzten assimilierenden Blatter betreffend 
fillt es in erster Reihe auf, dab die Zunahme an Starke +- 
Zucker nur ungefahr 11°/o (10 bezw. 12°/o) des Trockengewicht- 
gewinnes ausmacht, was zu der allgemeinen Auffassung in 
direktem Widerspruche ¢.eht. Die Verbrennungswiirme der ge- 
wonnenen Trockensubstanz betrigt auf 1g berechnet bei der 
ersten Versuchsreihe 4,9, bei der zweiten 3,0, im Mittel 3,9 Cal., 
was also ungefihr der Verbrennungswirme der Kohlenhydrate 
entspricht. Die beobachtete Abweichung ist nicht tiberraschend, 
wenn wir bedenken, dafi ganz kleine Abweichungen im ab- 
soluten Trockengewichte der Blattpulver in dem Werte der 
Verbrennungswirme des Trockensubstanzgewinnes sehr grobe 
Abweichungen zur Folge haben kénnen; nun sind aber die ab- 
soluten Werte der Trockengewichte infolge des bei der Be- 
stimmung des Wassergehaltes begangenen Fehlers recht unsicher. 
Wenn z. B. in der II. Versuchsreihe das mittlere Trockensubstanz- 
gewicht der beiden Kontrollpulver nur um 2°/o seines Wertes 
kleiner, jenes der am Sonnenlichte im Wasser gehaltenen Blatter 
um ebensoviel grofier wire, so ergibe sich die spezifische Ver- 
brennungswarme der durch die Assimilation gewonnenen Sub- 
stanz zu 3,4 Cal. anstatt 3,0, also um 13°/o gréber. Derselbe 
Kehler hatte den Starke- -+- Zuckergehalt des Trockensubstanz- 
gewinnes von 12°/o nur auf 11°/o vermindert. 

Laut den Ergebnissen der Haupttabelle hat der Fettgehalt 
der assimilierenden Bliitter, ob in Wasser oder Salzlésung stehend, 
keine Zunahme erfahren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. <i 
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Auf Grund der Werte der Verbrennungswirme koénnen 
wir mit einem gewissen Grade von Wahrscheinlichkeit sagen, 
dal} die withrend der Assimilation gewonnene Substanz ein 
Kohlenhydrat ist, und da es nur zum kleinsten Teile aus Starke +- 
Zucker besteht, miissen wir an eine celluloseartige Substanz 
denken, was mit den Erfahrungen von Menze!) und Sa- 
poznikov?) tbereinstimmt. Es besiife ein grobes Interesse 
zu erfahren, in welchen Teilen der Zelle diese Substanz zur 
Ablagerung gelangt. 

Aus diesen, an abgepfliickten Bliittern ausgefiihrten Ver- 
suchen lassen sich, die bei normal verlaufender Assimilation 
sich bildenden Substanzen betreffend, keine sicheren Schliisse 
ziehen, da ja ein grober Teil der gebildeten Substanzen aus 
den am Stiele sitzenden Blattern auswandert. Bekanntlich 
kann sich der Zucker in den assimilierenden Blattern nur bis 
zu einer gewissen Grenze anhiufen, tiber welche hinaus der 
Zucker sich dann in Stiirke umwandelt. Fiir die Akazienblatter 
fand ich auf Grund der nach Brown und Morris ausgefiihrten 
Zuckerbestimmungen, dafi der Zuckergehalt der Blatter, die 
ja, ob in Sonne oder nicht, schon vor Beginn des Versuches 
stark assimiliert hatten, ungefaéhr 3°/o der Trockensubstanz 
ausmacht. Es lift sich denken, dal, so wie der Stirkegehalt 
eine gewisse Grenze tiberschreitet, die ersten Assimilations- 
produkte sich in Cellulose umwandeln. Es ist jedenfalls eine 
sehr bedeutsame Tatsache, dab, so oft die Zunahme an Trocken- 
substanz und Starke Zucker gleichzeitig verfolgt wurde, die 
erstere Grobe nie durch die letztere gedeckt war. 

Das auffallendste Ergebnis im Verhalten der in Nahrsalz- 
ldsung assimilierenden Blatter ist der viel geringere Trocken- 
substanzgewinn derselben.*) Dieser besteht in ungefiahr dem- 
selben Verhiiltnisse aus Stirke +- Zucker (7 bezw. 30°/0), als bei 





') O. Menze, 1. c., nach Beurteilung seiner Ergebnisse durch 
Sapoznikov, Ber. d. Deutsch. bot. Ges., Bd. 8, S. 240 (1890). 

2) N. V. Sapoznikov, Bot. Centralbl., Bd. 63, S. 247; soweit aus 
dem mir zur Verfiigung stehenden deutschen Auszuge des _ russischen 
Originales ersichtlich. 

8) Dies scheint mit SapoZnikovs in der letzterwéhnten Arbeit mit- 
geteilten Beobachtungen tbereinzustimmen. 
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den in Wasser stehenden Blattern. Nachdem es sich hier um 
noch geringere Mengen handelt, konnen wir noch weniger weitere 
Schliisse ziehen. Auffallend ist aber in beiden Versuchsreihen 
der geringe Wert der spezifischen Verbrennungswiirme; dies ver- 
ursachte in der zweiten Versuchsreihe, daB die gesamte Ver- 
brennungswarme der in Niahrsalzlésung gehaltenen Blatter 
kleiner wurde, als jene der Kontrollversuche. Die Assimilations- 
intensitiit der in Nihrsalzlésung gehaltenen Blitter war viel- 
leicht darum so gering, weil die Lésung keine iiquilibrierte 
Salzldsung im Sinne Loebs fiir die Blatter darstellte. 

Fiir die Richtigkeit der Auffassung Sapoznikovs, dab 
das erste Produkt der Assimilation Eiweif wiire, bieten meine 
Versuche gar keine Anhaltspunkte. Ich bestimmte auch den 
N-Gehalt der Blitter, und zwar nach Dumas, weil ich an 
eine Anwesenheit von Nitraten oder eventuell anderen Nitro- 
verbindungen dachte. Der N-Gehalt der in der Niihrsalzlisung 
gehaltenen Blaittchen war nicht grofer, als jener der tibrigen. 
Ich prifte auch auf Nitrate: 0,5 g Blattpulver wurden mit dureh 
Essigsiiure schwach angesiuertem Wasser gekocht, mit dialy- 
sierter EisenlOsung gekliirt — ein Verfahren, dessen Richtig- 
keit durch besondere Kontrollversuche festgestellt wurde — 
und nach Buschs') Methode mit Nitron gepriift. Weder in 
den in Wasser, noch in den in Nihrsalzlésung gehaltenen 
Blattchen konnten auf diese Art wigbare Nitratmengen gefunden 
werden. Der Aschengehalt wurde nur annihernd durch Wagung 
des Riickstandes nach der kalorimetrischen Verbrennung be- 
stimmt: er zeigte bei den in Niihrsalzlésung gehaltenen Bliittern 
sicher keine in Betracht kommende Zunahme. 


EKingangs wurde des Problemes Erwahnung getan, ob an 
die Kohlenséureassimilation nicht irgend ein exothermischer 
ProzeB gekoppelt ist. Diese Frage lieBe sich in zwei Fallen 
bejahend beantworten: 1. wenn der ganze Trockensubstanz- 
gewinn aus Stiirke + Zucker bestiinde, der Gewinn an Ver- 
brennungswirme aber bedeutend weniger wire, als dem 

1) M. Busch, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 38, 5. 863 (1905) ; 


Bd. 39, S. 1401 (1906). 
Q7* 
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Falle entsprache, wenn der gesamte Trockensubstanzgewinn 
als Kohlenhydrat in Rechnung gezogen wird; 2. wenn der 
Trockensubstanzgewinn, nur zum kleinen Teile durch Starke +- 
Zucker, zum grOéferen Teile aber durch das eine hohe spe- 
zifische Verbrennungswiirme besitzende Fett gedeckt ware, 
wobei der gleichzeitig verlaufende exothermische Prozeb die 
scheinbare Verbrennungswiérme des Trockensubstanzgewinnes 
bis auf den Wert der Kohlenhydrate herabdrticken koOnnte. 
Da es sich aber heraussteilte, daf nur ein kleiner Teil des 
Trockensubstanzgewinnes aus Starke -+- Zucker besteht, und 
auch der Fettgehalt keine Zunahme erfuhr, die durchschnitt- 
liche Verbrennungswirme des Trockensubstanzgewinnes aber 
trotzdem jener der Kohlenhydrate entspricht, miissen wir es 
als wahrscheinlich annehmen, dai die durch Assimilation ge- 
wonnene Substanz gr6ftenteils in die Gruppe der Cellulose 
gehort, und dafi mit dem endothermischen Prozesse der Assi- 
milation kein anderer exothermischer Prozef verkniipft ist. 

SchlieBlich lat sich noch fragen, wie viel die pro Ein- 
heit der Blattoberfliche durch die Assimilation gewonnene 
Trockensubstanz, die seit Sachs im allgemeinen irrtiimlich als 
Stirke betrachtet wird, ausmacht. Die durchschnittliche Blatt- 
oberflache auf Grund der planimetrischen Bestimmungen zu 
9,9 qem genommen, hauften die Akazienblitter nach meinen 
Versuchen pro Stunde und Quadratmeter 0,50, bezw. 0,84 g 
Trockensubstanz an. Diese Werte bleiben betrachtlich hinter 
jenen von Sachs’) zuriick, der fiir Helianthus- und Cucur- 
bita-Blitter 1,5 bis 1,9 g bestimmte; meine Blatter hatten 
eben schon vor Beginn des Versuches stark assimiliert. 

Das wesentliche Ergebnis dieser Untersuchungen ist also, 
dah die durch die Akazienblitter wahrend der Assimilation 
gewonnene Substanz nur zu etwa 10°/o aus Starke +- Zucker 
besteht, auch der Fettgehalt der Blatter keine Zunahme erfahrt, 
die Hauptmenge derselben aber auf Grund des durchschnitt- 
lichen Wertes der Verbrennungswarme wahrscheinlich als zur 
Cellulosegruppe gehérend zu betrachten ist. 


aa, 0,3. FH. 
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Mikrokalorimeter zur Bestimmung der Warmeproduktion 
von Bakterien. 
Von 
K. v. Kordésy. 
Mit zwei Abbildungen im Text. 


(Mitteilung aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1913.) 


Die Bestimmung der Wirmeproduktion von Bakterien 
ist eine von verschiedenen Gesichtspunkten aus wichtige Auf- 
gabe. Sie bildet erstens ebenso ein zusammenfassendes Mah 
der Intensitét des Stoffwechsels dieser Organismen, wie bei 
den hdheren Tieren, warum wir auch, wenn wir den Einfluf 
irgend eines Agens auf die Lebensiiuberungen der Bakterien 
untersuchen wollen, am richtigsten die Wirmeproduktion zum 
Mabstab wahlen. Zweitens fiihren derartige Untersuchungen 
zu interessanten Ergebnissen bei der vergleichenden Betrach- 
tung des Stoffwechsels, wie dies durch die Arbeiten Rubners') 
gezeigt wurde. Drittens gibt es viele Mikroorganismen, die zur 
Ausftihrung der verschiedensten chemischen Vorgiinge gewisser- 
mafen eingestellt sind, wofiir es geniigen mag, die im Kreis- 
laufe des Stickstoffs taétigen Bakterien als Beispiel anzufiihren. 
Es wurde versucht, die Reaktionswarme dieser Vorgiinge 
auf Grund der entsprechenden Reaktionsgleichung zu_ be- 
rechnen.?) Wenn wir aber bedenken, dali diese Gleichungen 
groBtenteils vielmehr auf Grund st6chiometrischer Spekula- 
tionen, als auf Grund genauer und eingehender analytischer 


') M. Rubner, Arch. f. Hygiene, Bd. 48, S. 260 (1904); Bd. 49, 
S. 355 (1904); Bd. 57, S. 161, 193, 244 (1906). 

*) O. Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 392 (1903); O. Jensen, 
Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. 22, S. 305 (1909); W. Kruse, Allgem. 
Mikrobiologie. Vogel, Leipzig 1910. 
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Bestimmungen aufgestellt wurden, so kénnen wir derartigen 
Berechnungen nur geringen Wert beimessen. Es wurde ja 
selbst fiir die Hefe, also fiir jenen Mikroorganismus, dessen 
chemisch-analytische Untersuchung ohne Zweifel am meisten 
vorgeschritten ist, auf dem Wege der direkten Kalorimetrie 
durch Rubner!) eine andere Warmeproduktion festgestellt, 
als nach der Gleichung zu berechnen ist. 

Die Warmeproduktion der Bakterien wurde zum ersten 
Male durch Tangl?) auf dem Wege der chemischen Kalori- 
metrie ermittelt; er zog von der Verbrennungswarme des 
Nahrbodens vor dem Versuche die Verbrennungswiirme des 
Nihrbodens -+- Bakterienkérper nach dem Versuche ab. 
Rubner*) war der erste, der die Wiarmeproduktion der Bak- 
terien neben dieser Methode auch auf dem Wege der physi- 
kalischen Kalorimetrie bestimmte. Zur Ausfiihrung der physi- 
kalischen oder nach Rubner*) Biokalorimetrie bei Bakterien 
sind besonders konstruierte Apparate notwendig; die in der 
Tierphysiologie gebrauchlichen Kalorimeter sind zur Bestimmung 
der in langen Zeitriiumen sich entwickelnden geringen Wiirme- 
mengen nicht geeignet. Die zahlreichen Methoden der physi- 
kalischen Kalorimetrie lassen sich am richtigsten nach Lefévre®) 
(etwas vereinfacht) folgendermafen gruppieren: 

Auf Grund der 


latenten { Schmelzungswirme Lavoisier, Bunsen 
i caiete Wirme | Verdampfungswirme 
stehenden Wassers Dulong-Despretz 
Bestimmung }] ,.__.. | tehende 5 P 
Erwarmung 


bewegten Wassers 


Atwater, Lefévre 
oder bewegter Luft * , 





') M. Rubner, Arch. f. Hyg., Bd. 49, S. 361 und 399 (1904); neuer- 
dings betont aber R. (Sitzber. preuf. Akad., 1912, S. 124), dah die beob- 
achteten und berechneten Werte der Warmeproduktion der alkoholischen 
Gairung gut ibereinstimmen. 

*) F. Tangl, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys., Bd. 48, S. 475 (1903). 

3) M. Rubner, Arch f. Hyg., Bd. 48, S. 260 (1904). 

‘) M. Rubner, in Tigerstedts Handb. d. physiol. Method. 1. Bd.. 
5. Teil, S. 216. 

5) J. Lefévre, Chaleur animale et bioénergétique. Masson, Paris 


1911, S. 81. 
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Mit einem 


Instrument Mittels 


Thermometrie  Hirn 
einfacher lektr 
Wandung a TT ee 


Anemometrie d’Arsonval 


Indirekte 


sti 1 
Bestimmung?) doppelter | 
Wandung | Volumetrie Rubner 





Druckmessung d’Arsonval. 


Mit den sogenannten Deperditeuren wird nicht die 
Wirmemenge (Kalorienzahl) bestimmt, sondern die stationiir 
gewordene Temperaturdifferenz, die zwischen dem Innern des 
Apparates bezw. dessen duBerer (eventuell doppelter) Wand 
und der Umgebung auftritt, wenn im Apparate stiindlich eine 
bestimmte Kalorienproduktion §stattfindet. Diese Temperatur- 
differenz wird entweder abgelesen oder kompensiert, indem 
in einem zweiten gleichen Instrument z. B. auf elektrischem 
Wege so viel Warme produziert wird, dal} die Temperatur- 
differenz zwischen den beiden Instrumenten = 0 wird. 

Die bisher beschriebenen Mikrokalorimeter sind teilweise 
reine Deperditeure, teilweise mit dem auf Messung der ‘Tem- 
peraturerhOhung gegriindeten direkten Verfahren kombinierte 
Deperditeure, mit oder ohne Kompensation. Das Kalorimeter 
von Bohr und Hasselbalch?) ist ein reiner Deperditeur mit 
Kompensation. Sie setzen in einen gegen Wiirmeverlust iso- 
lierten Kasten zwei gleiche Metallbehiélter; in das eine kommt 
die zu untersuchende Warmequelle (Ei), im anderen abt sich 
die elektrische Warmeproduktion so regulieren, dal} die thermo- 
elektrisch gemessene Temperaturdifferenz = 0 sei. Bohr und 
Hasselbalch konnten die kalorimetrische Bestimmung erst 
nach Eintritt des stationéren Zustandes ausfiihren; je eine 
solche Bestimmung beanspruchte 1!/2 bis 3 Stunden. Obgleich 
die angewandte Kompensation die Genauigkeit des Apparates 
wesentlich erhoht, ist er zur Bestimmung der Warmeproduktion 
der Bakterien nicht geeignet, weil es hierbei eben darauf an- 


') «Appareils déperditeurs», d’ Arsonvals Benennung, s. Lefévre, 
3S. 924, 1. e¢. 

?) Chr. Bohr u. Hasselbalch, Skandin. Arch. f. Physiol., Bd. 14, 
S. 398 (1903). 
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kommt eine Warmeproduktion wechselnder Intensitit zu be- 
stimmen. 

Rubners!) Instrument ist ein mit direkter Kalorimetrie 
kombinierter Deperditeur ohne Kompensation. Er gebrauchte 
zur Bestimmung der Warmeproduktion bei der alkoholischen 
Girung, dem Sauerwerden der Milch und anderen bakteriellen 
Prozessen, Dewar-Flaschen nach vorheriger Bestimmung ihrer 
Wirmeverlustkonstante (Eichungszahl), d. h. der Grobe jener 
stiindlichen Kalorienproduktion, bei welcher nach Eintritt des 
stationiren Zustandes die Temperaturdifferenz zwischen dem 
Innern des Apparates und der Umgebung 1° betrigt. Von der 
Konstanz dieses Wertes tiberzeugte er sich durch besondere 
Kalibrierungen, indem er die elektrische Wirmeproduktion 
zwischen stiindlichen 21—112 cal.?) vartierte. Vielleicht wirde 
sich diese GréBe bei verschiedener stiindlicher Kalorienproduk- 
tion veranderlich zeigen, wenn die letztere in noch weiteren 
Grenzen variiert wiirde. Rubner erhielt die stiindlich (zwei- 
stiindlich) sich entwickelnde Warmemenge in zwei Gliedern: 
Erstens berechnete er mit Hilfe der erwahnten Konstante die 
stiindlich entwickelte und an die Umgebung verlorene Wiirme- 
menge. Hierzu addierte er dann als zweites Glied die ent- 
wickelte, aber noch nicht verlorene Warmemenge, die er durch 
Multiplikation der Temperaturerhéhung der Flissigkeit mit der 
Warmekapazitiét der Fliissigkeit +- des Instrumentes berechnete: 
die genaue Ermittelung letzterer Groéfe war mit ziemlichen 
Schwierigkeiten verbunden. 

Bei kurz dauernden Versuchen reprasentiert das zweite 
Glied den groBeren Teil der produzierten Wirme; dann ist das 
Verfahren eigentlich eine korrigierte direkte Kalorimetrie und 
als solche genauer. Die Bedeutung des ersten Gliedes wiichst 
aber mit zunehmender Versuchszeit und das Instrument wird 
zum reinen Deperditeur. Demzufolge wird der Versuchsfehler 
grOber, wenn die intensive Warmeproduktion erst lingere Zeit 
nach Beginn des Versuches einsetzt. So ergibt sich auch der 


') M. Rubner, Arch. f. Hyg., Bd. 48, S. 260 (1904); Bd. 49, S. 355 
(1904); Tigerstedts Handb. d. physiol. Method., 1. Bd., 3, Teil, S. 218. 
*) Kleine Kalorien. 
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Fall, daB die Temperatur abnimmt, obgleich die Wiirmepro- 
duktion, zwar mit geringerer Intensitét noch andauert. In 
diesen Fiillen teilt das Instrument alle Fehler der Deperditeure: 
der eigentlich beobachtete Faktor, der Temperaiurunterschied, 
ist klein, wodurch kleine lokale Temperaturdifferenzen und 
geringe Anderungen der Umgebungstemperatur auf das Resultat 
der Berechnung einen unverhiltnismifig grofen Einfluf aus- 
iiben. Mit Rubners Mikrokalorimeter arbeiteten auber ihm 


auch andere Forscher.') 


4 


Hill?) modifizierte dieses Verfahren, indem er es in eine 
Differenzmethode umgestaltend von der Konstanz der Umgebungs- 
temperatur unabhingig machte. Im wesentlichen erhiilt auch er, 
wie Rubner, die entwickelte Wirme in zwei Gliedern, er addiert 
aber zur beobachteten TemperaturerhOhung ein dem Wiirme- 
verlust entsprechendes Korrektionsglied und multipliziert die 
so korrigierte ‘l’emperaturerhdhung mit der Wiirmekapazilit. Die 
Beobachtung des Temperaturunterschiedes der zum Versuche 
dienenden Dewar-Flasche gegeniiber einer Kontrollflasche 
geschieht auf thermoelektrischem Wege. Das Korrektionsglied 
laBt sich auf Grund der mathematischen Behandlung der Frage 
entweder dadurch bestimmen, dah die Umgebungstemperatur 
konstant erhalten wird, wie dies durch Rubner geschah, oder 
durch eine derartige Wahl der beiden Flaschen, da® sie einen 
gleichen Abkiihlungskoeffizienten (conductivity constant) besitzen. 
Dieser Koeffizient driickt die stiindliche Temperaturabnahme in 
dem Falle aus, wenn der Temperaturunterschied zwischen der 
Fliissigkeit und der Umgebung 1° betrigt. Der Koeffizient steht 
mit jenem Rubners in einem einfachen Verhaltnis; Hill tiber- 
zeugte sich von seiner Konstanz auch noch durch besondere 
Abktihlungsversuche. Die Gleichsetzung des Abkthlungskoeffi- 
zienten gelingt Hill durch den Kunstgriff, dab er sie mit ver- 
schiedenen Fliissigkeitsmengen fiillt. Die bei Besprechung von 


1) L. Giuffré u. L. B. Simoncini, Bolletino della Soc. siciliana 
d’Igiene Nuova, ser. 2 (1899), Sonderabdr.; ahnlich ist das Verfahren 
von Meyerhof, Biochem. Zeitschr., Bd. 35, 5. 246 (1911); Pfliigers 
Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 149, S. 250 (1913). 

*) A. V. Hill, Journ. of physiol., Bd. 43, S. 261 (1911). 
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Rubners Kalorimeter erwaéhnten Umstinde beeinflussen aber 
auch Hills Instrument in ungiinstiger Weise, wie dies Hill’) 
neuerlich selbst erwahnt. Hill dehnte die elektrischen Probe- 
bestimmungen nur auf 1'/2 bezw. 9—10 Stunden aus, wie denn 
auch die Mehrzahl seiner mitgeteilten Versuche nur 8 Stunden 
dauerten. In neun Stunden ergibt aber das dem Deperditeur- 
verfahren entsprechende Korrektionsglied schon 30°/o der ge- 
samten TemperaturerhOhung bezw. Warmeproduktion. Zur 
Losung der eingangs an drilter Stelle erwihnten Probleme sind 
wir aber unbedingt auf mehrere Tage dauernde Versuche an- 
gewlesen. 


Als ich ein zur Bestimmung der Warmeproduktion von 
Bakterien geeignetes Kalorimeter zu finden trachtete, dachte 
ich von Anfang an die sich auf die latente Warme griindenden 
Methoden. Die Vorteile dieser Methoden sind die folgenden: 
1. Wie bei allen direkten Methoden wird am Instrumente direkt 
die Anzahl der entwickelten Kalorien abgelesen, und nicht eine 
der stiindlichen Kalorienproduktion proportionelle Gréfe (es ist 
kein Deperditeur). 2. Die Temperatur bleibt wahrend des Ver- 
suches unverindert, was vom physiologischen Standpunkte aus 
bedeutsam ist, welche Bedingung weder bei den Deperditeuren, 
noch bei der sonst direkten Methode von Dulong-Despretz 
erfiillt wird. 3. Das Verfahren ist sehr empfindlich, also zur 
Messung einer schwachen, protrahierten Warmeproduktion ge- 
eignet. Des Eiskalorimeters konnte ich mich nicht bedienen, 
weil es nur bei 0° arbeitet. Ich dachte aber daran, daf es 
bei Benutzung einer geeigneten Substanz (z. B. Kresol) mdglich 
wiire, ein sich auf Beniitzung der Schmelzwirme griindendes 
Mikrokalorimeter zu konstruieren. Da aber schon das genaue 
Arbeiten mit dem Eiskalorimeter die Innehaltung héchst pein- 
licher VorsichtsmaBregeln erfordert,?) hielt ich es fiir praktischer, 
die Verwertung der Verdampfungswirme zu versuchen. Ein 


') lc, Bd. 44, S. 478 (1912). 
*) Longuinine et Schikarew, Méthod. de calorimétrie Genéve, 
Georg, 1908. 
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solches Instrument wurde im Prinzip schon von d’Arsonval!') 
angegeben: ausgehend von seiner kurzen Beschreibung gelang 
es mir nach vielen langwierigen Versuchen ein entsprechendes 
Instrument zu konstruieren. 

Das Prinzip des Verfahrens besteht darin, dal} die Wiirme- 
quelle in ein doppelwandiges Gefif, dieses Gefifi mit einer 
warmeisolierenden Schicht (Luft) umgeben in ein auf konstanter 
Temperatur gehaltenes Wasserbad gesetzt wird. Das doppel- 
wandige Glasgefafi kommuniziert durch ein Verbindungsstiick 
mit einem graduierten Glasrohre, welches ohne Isolierung direkt 
in dem Wasser des Wasserbades steht. Das ganze System: 
Binnenraum zwischen den doppelten Wiinden, Verbindungsstiick, 
graduiertes Rohr wird evakuiert und mit einer Fliissigkeit, z. B. 
Ather, gefiillt. Wenn nun im Innern des doppelwandigen Ge- 
fibes Warme produziert wird, so destilliert eine entsprechende 
Athermenge in das graduierte Rohr, wird dort niedergeschlagen, 
wiihrenddessen seine latente Wiarme von der grofen Wasser- 
menge des Wasserbades aufgenommen wird. Hierdurch wird 
die Temperatur der letzteren um etwas erhdht, aber erstens 
bei Bentitzung eines genug grofien Wasserbades in einem mini- 
malen, tiberhaupt nicht in Rechnung kommenden Mabe, zweitens 
aber verhindert der verwendete Thermoregulator, daB sich die 
Temperatur des Wasserbades in merkbarem Mabe tiber die 
eingestellte Temperatur erhebe. 

Wir miissen uns den Vorgang des naheren folgender- 
maben vorstellen: Durch die entstehende Wiirme wird, wenn 
die Wirmequelle ganz von fliissigem Ather umgeben ist, der 
Ather etwas erwiirmt, wodurch derselbe teilweise in Dampf 
verwandelt wird, die Spannung des Atherdampfes nimmt zu, 
ein Teil desselben gerét infolgedessen vom Orte hdherer nach 
dem Orte niedrigerer Spannung, in das éufere graduierte Rohr, 
wird dort abgekiihlt und schlagt sich nieder. Wenn die Wirme- 
quelle von Atherdampf umgeben wiire, so wire dessen gering- 
fiigige Erwarmung der primére Vorgang und als Ersatz fiir den 


‘) A. d’Arsonval, Journ. de l’anat. et de physiol., Bd. 22, S. 146, 
(1886): d’Arsonvals schematische Abbildung s. Lefévre, I. ¢., S. 84; 
M. Rubner in Tigerstedts Handb. d. physiol. Meth., 1. Bd., 3. Teil, S. 192. 
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iiberdestillierten Atherdampf wiirde sich der fliissige Ather teil- 
weise in Dampf verwandeln. 

Ather eignet sich als verdampfende Fliissigkeit, weil: seine 
Verdampfungswarme gering ist (90 Kal.), also verhiltnismafig 
grofie Mengen iibergehen, seine spezifische Warme gering ist 
(0,55), er also leicht erwarmt wird, und schlieblich sein spe- 
zifisches Volumen grof ist (das spezifische Gewicht klein: 0,7). 
Hieraus ergeben sich fiir 1000 cal. ca. 16 ecm Ather;") da sich 
‘1/19 cem Ather, aber auch weniger, leicht ablesen lift, so kann 
auf diese Weise eine stiindliche Wirmeentwicklung von 6 cal. 
sicher bestimmt werden. Der Ather zersetzt sich aber ander- 
seits leicht und wird auf diese Weise durch fremde Substanzen 
verunreinigt. Zu meinen Versuchen gebrauchte ich Kahl baum- 
schen Ather,?) nach Lassar-Cohn’) entwassert. Vielleicht 
lieBe sich die Empfindlichkeit des Instrumentes noch steigern, 
wenn man an Stelle des Athers eine diesbeziiglich besser ent- 
sprechende Substanz wahlen koénnte. 

Kine wesentliche Bedingung ist, wie dies schon d’Ar- 
sonval) erwiihnte, da’ in dem mit Ather gefiillten System 
aufer fliissigem und dampfférmigem Ather keine andere Sub- 
stanz vorhanden sei, namentlich nicht Luft oder ein anderes 
Gas, weil dann durch die entstehende Warme teilweise dieses 
Gas erwiirmt und hierdurch ein Teil desselben in das graduierte 
Rohr gelangen, sich dort abkiihlen und, seine Wirme ohne 
niedergeschlagen zu werden dem Wasserbade iibergebend, in 
das doppelwandige GefaB zuriickdestillieren wiirde. Das Resul- 
tat wire also, dafi der Warmetransport teilweise durch die 
Erwiairmung und Abkiihlung dieses Gases und nicht durch die 
Destillation und das Niederschlagen des Athers vermittelt wiirde. 

Da in dem nach dem erwahnten Originalschema verfertigten 
Instrumente nur ein geringer Bruchteil der berechneten Ather- 
menge iiberdestillierte, muften an dem Instrumente die ver- 


') Uber diesen Wert s. S. 397. 

2) «Uber Natrium destilliert.» 

%) Lassar-Cohn, Arbeitsmeth. f. organ.-chem. Laborat., IV. Aufl, 
Allgemein. Teil. Voss., Hamburg 1906, S. 267. 


4) d’Arsonval: a.a. O. 
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schiedensten Modifikationen angebracht werden, bis ich endlich 
entsprechende Werte erhielt. Nebenstehende Figur zeigt jene 
Gestalt des Kalorimeters im Querschnitt, welche sich als die 
beste erwies. Die beiden Wande der duferen evakuierten Hille 








Fig. 1. 


(c) sind von innen versilbert. Die Kugeln e, f, g sind aus sehr 
diinnem Glase; g-Kugeln gibt es am Instrumente drei, aufer 
der in der Figur dargestellten je eine um 90° nach vorne, bzw. 
riickwirts. Die Fiillung mit Ather wurde sehr sorfiiltig vorge- 
nommen, damit keine Luft im Apparate zuriickbleibt; nach 
Evakuierung wurde Ather eingesogen, dieser entleert und diese 
Manipulation 6fter wiederholt. 

Die Versuche wurden in einem grofen doppelwandigen 
Thermostat-Wasserbad bei 35° ausgefiihrt. Der Kubikinhalt 
des ganzen Thermostaten betrug etwa 850 1, jener des inneren 
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Wasserbades 350 1. Zur Konstanthaltung der Temperatur be- 
wahrte sich der von Bogdandy beschriebene?) Toluol-Thermo- 
regulator sehr gut. Die Schwankung der Temperatur betrug 
bei 2—10 Stunden dauernden Versuchen weniger als 0,001 °: 
selbst in liingeren Zeitriumen blieb die Temperatur bis zu ca. 
0,0O1° konstant. Der Zwischenraum zwischen den beiden Wiinden 
des Thermostaten war auch mit Wasser gefiillt; diese Wasser- 
menge kommunizierte mittels einer kleinen Offnung mit dem 
Wasser des inneren Wasserbades. Der Thermoregulator wurde 
in das déuBere Wasserbad gesetzt. Die Wassermengen des 
iiuberen und inneren Wasserbades wurden durch ein elektrisch 
getriebenes Riihrwerk stindig geriihrt. Das Riihren, wodurch 
lokale Temperaturunterschiede vermieden werden, schien wich- 
tiger als die vollstiindig genaue Gleichhaltung der Temperatur 
des ganzen Systems. Zur Ablesung der Skala des graduierten 
Rohres (h) unter Wasser diente ein rechtwinklig gebogenes 
Metallrohr; in dessen oberes Ende wurde ein Fernrohr, an die 
Stelle der rechtwinkligen Knickung ein Totalreflexionsprisma 
und an das Ende des wagerechten Teiles eine Glasplatte gesetzt. 
Auf dieselbe Metallréhre wurde eine kleine elektrische Lampe 
derart befestigt, dafB die graduierte Glasrdhre (bh) zwischen sie 
und das Ende des wagrechten Teiles der Metallroéhre gelangte. 

Fiir die Vorversuche muBbten mebhrere Instrumente ver- 
fertigt werden, bis ich zur definitiven Form gelangte. Die 
Momente, auf welche ich hierbei achtete, waren die folgenden: 
die Menge des verwendeten Athers, das Niveau, bis zu welchem 
die Wiarmequelle von fliissigem und von welchem ab sie von 
dampfartigem Ather umgeben war, die Dicke der Ather ent- 
haltenden Hiille, die GréBe der freien Verdampfungsoberflache 
des Athers, die Menge der zu erwiirmenden Fliissigkeit, der 
Verschlu8 der oberen Offnung des inneren Raumes, die Dicke 
des gebrauchten Glases, der Ausgangspunkt und die Ge- 
stalt der Verbindungsréhre, die GréBe der zur Abkiihlung 
des iiberdestillierten Athers dienenden Oberflache und schlief- 
lich die Art der den direkten Wirmeverlust des Athers ver- 


1) St. v. Bogdandy, Zeitschr. f. Biol. Techn. u. Meth., Bd. 3, 
S. 151 (1913). 
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hindernden Isolierungsschicht (Luft, Vakuum, Silberspiegel). 
Den EinfluB einiger dieser Faktoren kann ich zahlenmabig 
illustrieren; die entsprechenden Versuche wurden ebenso aus- 
gefiihrt, wie die Kalibrierung der definitiven Instrumente. Den 
mitgeteilten Zahlen darf keine tibergroBe Bedeutung zugemessen 
werden, da, wie wir sehen werden, die relative Wirkung desselben 
verbessernden Faktors verschieden ist, einerseits je nachdem 
ob andere verbessernde Faktoren gleichzeitig mit angebracht 
sind oder nicht, anderseits je nach der gréBeren oder kleineren 
Geschwindigkeit der Wdarmeproduktion (stiindliche Kalorien- 
produktion = cal./Stunde). 

Die Wirmequelle war im Instrumente Nr. Il (definitiver 
Typus) nur von fliissigem, in dem sonst vollkommen dhnlichen 
Instrumente Nr. III nur von dampfartigem Ather umgeben. ') 
Die folgende Tabelle enthalt die Resultate der Versuche: die 
letzten Spalten geben den Ertrag des Instrumentes Nr. II an, 
jenen des Nr. Ill. = 100 gesetzt: 











Nr. des ecm Ather pro 1000 cal. Dass. in Verhiiltniszahlen 








Instrumentes] 8 ©@l-/stunde 143 ¢@l-/Stunde} 8 ©!-/Stunde 143 ¢al-/Stunde 











HT. 73s 4,8 100 | 100 

II. 10.5 14,4 44 | 300 

Die Umhiillung der Wiirmequelle mit fliissigem Ather gibt 
also besonders bei schneller Kalorienproduktion ein wesentlich 
besseres Resultat, als die mit dampfartigem. 

Weitere Vergleiche wurden ausgefiihrt mit dem Instrument 
Nr. VII (definitiver Typus) und mit Nr. VII, welches sich vom 
vorigen nur durch das Fehlen einer besonderen Abkiihlungs- 
oberflaiche unterschied; das Seitenrohr d ging direkt in das 
senkrechte graduierte Rohr h tiber. Die Wiirmeisolierung ge- 
schah in beiden Instrumenten erstens mit Luft ohne Versilberung, 
zweitens mit Vakuum ohne Versilberung, drittens mit Vakuum 
und Versilberung: die Wirmeproduktion war immer 141—143 
cal./Stunde. Die Art der Warmeisolierung war bei dem I[n- 


') In diesem Instrumente war zwischen den zwei unteren Wanden 
des mit Ather gefiillten Gefifes (b) ein grofer Abstand; der Ather lag 
am Boden und erreichte nicht die Wand der inneren Hoéhlung (a). 
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strument Nr. VII sozusagen wirkungslos, indem pro 1000 cal. 
der Reihe nach 2,6; 3,1; 2,4 cem Ather erhalten wurden. Den 
Einfluj der einzelnen Faktoren bei dem Instrument Nr. VIII 


zeigt die folgende Tabelle: 









ccm Ather pro 1000 cal. Dass. in Verhiltniszahlen 





MR «6 se ee es 11,6 | 100 
Vakuum..... 11,7 | 101 
Versilberung. . . 14,5 | 125 


Die gréfte Wirkung tibte also die Gréfe der Abkihlungs- 
oberfliiche aus, indem die Werte des Instrumentes Nr. VIII 
durchschnittlich 470°/o von jenen des Instrumentes Nr. VII aus- 
machen. Die Vakuumumhiillung gibt kaum bessere Werte als die 
Luft, die Versilberung gibt aber schon eine in Betracht kom- 
mende Verbesserung.!) 

Bei der elektrischen Kalibrierung der Instrumente wurde 
die innere Hohlung (a) mit 96°/oigem Alkohol gefiillt und die 
obere Offnung neben den Zuleitungsdriihten gut verschlossen, 
um das Verdampfen des Alkohols zu verhindern. Als Wiarme- 
quelle diente eine Konstantanspule bekannten Widerstandes. 
Das in Zimmertemperatur gehaltene Instrument mufte vor 
jedem Kalibrierungsversuche erwarmt werden. Zu diesem Zwecke 
schickte ich durch die Spule solange einen elektrischen Strom, 
bis der Ather in der Rohre h erschien. Der eigentliche Versuch 
begann einige Stunden nachher. Bei den mit stérkerer Kalorien- 
produktion ausgefiihrten Versuchen hért das Uberdestillieren 
des Athers nicht im Augenblicke der Einstellung der Warme- 
produktion auf, sondern eventuell nur 1—2 Stunden spater. 

Die gefundenen Werte, auch jene der erwahnten Ver- 
gleichsversuche, mufSten korrigiert werden, weil der Ather in 
dem sich selbst tiberlassenen Instrument standig von aufen 
nach innen zuriickdestillierte, bei dem Instrument Nr. II 0,89, 
bei Nr. VIII 0,49 eem pro 100000 Sk. Dies wird hauptséch- 


') Die Wirkung der Versilberung auf die Warmeisolierung der 
Dewar-Flaschen wurde schon durch Hill gewiirdigt. Journ. of physiol. 
Bd. 43, S. 261 (1911). 
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lich durch die Wirmeleitung der Zuleitungsdriihte verursacht: 
das Zuriickdestillieren des Athers nimmt wesentlich ab, wenn 
man die Drihte in das Wasserbad biegt. Die Driihte leiten 
die Warme des Alkohols der kiihleren Zimmerluft!) zu, und 
als Ersatz dieser Wiirmemenge bringt der Ather durch Zuriick- 
destillieren ebensoviel aus dem Warmeinhalte des Wasserbades. 
Der Ather destillierte aber auch nach Ausschaltung dieses 
Momentes zuriick, und zwar bei dem Instrument Nr. Il um 
0,16, bei Nr. VIII um 0,25 cem pro 100000 Sk., wofiir es 
schwer ist eine Erklarung zu finden. Es wire denkbar, dal 
der Ather von der kleineren Oberfliche im Rohre h nach der 
groferen in b destilliert. Um dies zu untersuchen, lieB ich 
beistehendes Instrument verfertigen, fiillte dasselbe auf die 


ms 
a 


y 











Fig. 2. 


angegebene Weise mit Ather und setzte es in das Wasser- 
bad neben das und parallel zu dem Instrument Nr. Il, dessen 
Drihte in das Wasserbad gebogen wurden. Nach 432000 5k. 
stand der Ather in diesem Probeinstrumente unveriindert, 
wahrend im Instrument Nr. II im Verlaufe dieser Zeit 0,7 ccm 
Ather zuriickdestillierten. Der erwahnte Umstand ist also 
keine Erklirung fiir das Zuriickdestillieren. Gleichzeitig be- 
weist dieser Versuch auch, da dieses Phinomen nicht durch 


‘) Die Temperatur des Souterrainraumes schwankte um 23° herum. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI. 28 
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eine lokale Temperaturdifferenz zwischen den verschiedenen 
Teilen des Instrumentes verursacht war; von dem Nichtvor- 
handensein eines solchen Unterschiedes tiberzeugte ich mich 
lbrigens auch mit Hilfe eines in !/100° geteilten Beckmann- 
schen Thermometers. Es ist méglich, dai die Grife des Zurtick- 
destillierens einerseits von der Menge des aufen in h befind- 
lichen Athers abhadngt, anderseits davon, ob die Warmequelle 
von fliissigem oder von dampfartigem Ather umgeben ist. 
Die Intensitét des zur Erwiarmung dienenden elektrischen 
Stromes wurde durch ein Ampeéremeter von Siemens und 
Halske gemessen, fiir welches ich eine besondere Shuntserie 
verfertigen lie}, einem maximalen Ausschlage (150 Skalen- 
teile) von 15,30 und 75 Milliampére entsprechend. Die produ- 
zierte cal.-Zahl berechnete ich nach folgender Gleichung: 


0,2389 - rit, 
wobei r = Widerstand (Ohm), i = Intensitét (Ampére), t = 
Zeit (Sk.). Die Ergebnisse der Kalibrierungen sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt: 
LL 











Instrument Nr. Il Instrument Nr. VIII 
pn | cem Ather | Qa - cem Ather 
al-/Stunde ' pro 1000 cal. °a''/Stunde | pro 1000 cal. 
8,0 10,5 8,2 12,9 
15,5 | 10,6 - ns 
31,4 | 12,7 31,3 13,3 
63,4 | 13,6 63,4 14,1 
143.3 | 14,40, 14,47 143,2 14,5 
570.6 | 14,8 570,38 15,1 





Wie ersichtlich, nimmt also die pro 1000 cal. tiber- 
destillierende Athermenge bei stirkerer Kalorienproduktion zu, 
aber nur auf das 1,4 bezw. 1,2fache des kleinsten Wertes, 
wiihrend dessen die stiindliche Kalorienproduktion das 71 fache 
des kleinsten Wertes erreicht. Die Bestimmung dessen, inwie- 
weit das maximale Uberdestillieren des Athers dem theore- 
tischen Werte entspricht, st68t auf Schwierigkeiten, da die 
Verdampfungswiirme des Athers nicht genau genug bestimmt ist. 
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Pro 1000 cal. miiBten') auf Grund des maximalen Wertes 
(Andrews) 15,9, auf Grund des minimalen Wertes (Ramsay- 
Young) 17,0 ccm Ather tiberdestillieren, das spezifische Ge- 
wicht des Athers bei 35° zu 0,696 genommen. ’) 

Der beschriebene Kalorimeter besitzt aufer den er- 
wahnten Vorteilen noch denjenigen, daf er bei verschiedenen 
Temperaturen brauchbar ist.*) Der fliissige Ather bleibt im 
geschlossenen System des Instrumentes bei jeder Temperatur 
in Gleichgewicht mit dem dariiber befindlichen Atherdampfe 
entsprechender Spannung; diese Spannung nimmt bei Wirme- 
produktion im Instrumente zu, und der Ather gelangt nach 
dem Orte geringerer Spannung, nach aufen. Um mich zu 
iiberzeugen, ob die Brauchbarkeit des Instrumentes bei ver- 
schiedener Temperatur auch in der Praxis zutrifft, fiihrte ich mit 
Instrument Nr. Il +) einige Versuche bei 26,3 und 34,9° parallel 
aus. Das Ergebnis war, dab, als bei 34,9° pro 1000 cal. 14,4 ecm 
iiberdestillierten, mit einem weniger guten Amperemeter ge- 
messen ca. 140 cal./Stunde entsprechend, bei 26,3° nur 13,2 cem 
Ather iiberdestillierten. Kleinere Unterschiede miissen wir selbst- 
verstiindlich bei Kalibrierungen bei verschiedener Temperatur 
schon deswegen erwarten, weil die Verdampfungswirme und 
das spezifische Gewicht des Athers sich mit der Temperatur 
etwas andern. Durch die Brauchbarkeit innerhalb weiter 
Temperaturgrenzen wird das Instrument vielleicht bei manchen 
Untersuchungen physikalisch-chemischer Natur vor dem Bunsen- 
schen Eiskalorimeter mit Vorteil gebraucht werden konnen. 

Die sich auf die Beniitzung der latenten Wirme griin- 
denden Kalorimeter miiften eigentlich ftir physiologische Unter- 


1) Landolt Bornstein, Physik. chem. Tab., Ill. Aufl., Springer. 
Berlin, 1905, S. 475. 

*) F. W. Clark, A table of specific gravity. Macmillian 1888, 
(Smithsonian Inst.), S. 197. 

3) Lefévre (Il. c, S. 153) denkt offenbar an das von d’Arsonval 
anderwartig beschriebene Destillationskalorimeter (Compt. rend. Soc. Biol., 
1888, S, 404), wenn er sagt, dafi diese Instrumente nur bei der Ver- 
dampfungstemperatur brauchbar sind. 

*) Diese und die folgenden Versuche wurden in einem Thermostat- 
wasserbade von ca. 50] Rauminhalt ausgefiihrt. 


28+ 
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suchungen den Vorteil besitzen, dab das Versuchsobjekt wéhrend 
des Versuches auf vollsténdig gleicher Temperatur bleibt. Dies 
untersuchte ich, indem ich in die Héhlung a bei Instrument Nr. II 
ein Thermometer brachte. Die Temperatur stieg bei 5—17 cal. 
Stunde nur um 0,1—0,2°, bei 50 cal./Stunde um 0,9°. Bei 
Versuchen mit Bakterien kommt kaum eine stirkere Warme- 
produktion vor, und von solechen geringen Temperatursteige- 
rungen kiénnen wir getrost absehen. Die Temperatur der 
Innenfliissigkeit kann aber bei starker Warmeproduktion be- 
deutend zunehmen, z. B. bei 400 cal./Stunde um mehr als 7°. 

Der Abfall der Temperaturerhéhung erfolgt anfangs nach 
Sistierung der Warmeproduktion selbstverstiindlich schnell, in 
der ersten Stunde gleichen sich ungefaéhr 50—70°/o des Tem- 
peraturunterschiedes aus: der Ausgleich geschieht spiter lang- 
samer, so dali der ganze Abfall eines Temperaturunterschiedes 
von 7,2° etwa 10 Stunden beansprucht. Das ist der Grund, 
warum bei stirkerer Wiarmeproduktion, wie erwihnt, das Uber- 
destillieren des Athers nicht gleichzeitig mit der Sistierung der 
Wirmeproduktion aufhért. Dies bedeutet bei Versuchen mit 
Bakterien, dafi die am Kalorimeter abgelesene Wirmeent- 
wicklung protrahierter erscheint, als in der Wirklichkeit; in 
der Gesamtzahl der produzierten Kalorien bedeutet dies selbst- 
verstiindlich keinen Fehler, ja selbst die geringe zeitliche Ver- 
schiebung kénnte durch entsprechende Berechnungen korrigiert 
werden. 


Uber die Ergebnisse der mit dem hier beschriebenen 
Kalorimeter ausgefiihrten Versuche tiber die Warmeproduktion 
der Bakterien beabsichtige ich bei anderer Gelegenheit zu_be- 
richten. Diesmal will ich nur zur Illustration dessen, dafi das 
Instrument zu derartigen Untersuchungen geeignet ist, einige 
Orientierungsversuche mitteilen, aus welchen auch das Problem 
zu ersehen ist, dessen Lésung ich von diesen Versuchen eigentlich 


erwarte. 

Auf Grund der Reaktionsgleichungen kann es nicht ent- 
schieden werden, ob sich unter den vielartigen Bakterien nicht 
auch solche finden, deren Stoffwechsel endothermisch ist. Tat- 
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siichlich erwiesen sich alle mit dem beschriebenen Kalorimeter 
bisher untersuchten bakteriellen Prozesse siimtlich als exo- 
therm.!) Meine zunichst zu lisende Aufgabe wird also sein, 
zu untersuchen, unter welchen Umstiinden ein endothermischer 
Teilprozeb, wie z. b. die Denitrifikation, welcher aber durch 
die damit verbundene Oxydation der als Energiequelle dienenden 
organischen Verbindungen im Endresultate zu einem exother- 
mischen Prozesse wird, mit der verhiiltnismibig geringsten 
Warmeproduktion abliiuft. Einstweilen untersuchte ich, ob die 
Denitrifikation in einer 1°/oigen KNO,-Lésung bei Gegenwart 
von relativ viel oder wenig organischer Substanz mit verhilt- 
nismabig geringerer Wiirmeproduktion einhergeht. Die Ver- 
suche wurden mit einer im Sommer 1911 in Beijerincks 
Laboratorium zu Delft isolierten Bact. Stutzeri-Art ausgefiihrt. 
Als organische Nahrung dienten Traubenzuckerlésungen ver- 
schiedener Konzentration: zu Ende des Versuches war alles 
Nitrat und Nitrit verschwunden. 
Die Resultate waren die folgenden: 











— Pro 1 g zersetztes KNO, entwickelte (grofhe) Cal. 
1,0 1,31 
2.0) 1.46 
5,0 1.49 


Aus diesen Versuchen erhellt, dab, wenn den Bakterien 
mehr Zucker zur Verfiigung steht, dieselben zur Zersetzung 
der gleichen Nitratmenge eine, zwar nicht bedeutend grébere 
Wirmemenge produzieren. 


Zusammenfassung: Es wird ein auf die Verwertung der 
Verdampfungswirme des Athers gegriindetes, fiir die Bestim- 
mung der Wirmeentwicklung von Bakterien geeignetes Mikro- 
kalorimeter beschrieben. An demselben wird direkt die ent- 

') Falls es gelingen wiirde, einen Mikroorganismus zu finden, dessen 


Stoffwechsel tatsachlich endothermisch ist, miifite die Brauchbarkeit des 
Kalorimeters fiir derartige Vorginge durch besondere Versuche bewiesen 


werden. 
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wickelte Anzahl von Kalorien, und nicht die Geschwindigkeit 
der Wirmeentwicklung abgelesen; die fiir dieselbe Anzahl ent- 
wickelter Kalorien iiberdestillierende Athermenge ist von der 
Geschwindigkeit der Wiarmeentwicklung nahezu unabhdangig. 
Das Instrument ist sehr empfindlich und erlaubt bei verschiedener 
und wiihrend des Versuches sich nur schwach andernder Tem- 


peratur zu arbeiten. 





Einwirkung von Ammoniakgas auf eine durch Erhitzen 
unwirksam gewordene Diastase. 


X. Mitteilung. 


Von 


Theodor Panzer. 


Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1913. 


Im Anschlusse an die letzte Mitteilung dieser Aufsatz- 
reihe!) berichte ich tiber Versuche, in welchen trockenes Am- 
moniakgas auf ein Diastasepriparat eingewirkt hatte, das durch 
Erhitzen unwirksam gemacht worden war. Das erhitzte Diastase- 
priiparat, welches zu diesen Versuchen diente, ist schon in der 
letzten Mitteilung unter der Bezeichnung «Diastase gekocht III> 
beschrieben worden. Ich wiederhole hier noch die dort fiir 
dieses Priiparat erhobenen analytischen Daten. 

Das Priaparat erhielt in Prozenten: 


MO i 8 oe a oe © oS 3 oe 
ee aes le WO ee ee er ae 
Amidstickstoff . . . ke em ee a ee 
Formoltitrierbarer Stickstott se a Q,22 


Aciditat in Kubikzentimeter Normallauge fiir 100 g _—— 18,5 

Beziiglich der Details der Versuche und der Berechnungen 
verweise ich auf die Versuche, welche mit wirksamen Diastase- 
praparaten angestellt worden sind, und beschranke mich hier 
nur auf die Anfiihrung der Resultate. 


Behandlung mit Ammoniak. 


Die Resultate folgen in tabellarischer Form. 
FE __ 





Verwendete Menge Aufgenommene 
des Diastasepraparates Chlorwasserstoffmenge In Prozenten 
£ oe 
0,1832 | 0,0063 3.44 
(),4921 0,0106 2.16 
0,5349 0,0132 2.47 
0.2074 0,0064 3.09 
0,4727 0,0107 2 265 
0,4947 0,0104 | 2.10 
0.4887 0,0108 2.21 
0.5214 0),0097 1,86 


') Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 322. 
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Daran schlieBe ich die Resultate der Auspumpversuche: 


In Gewichten (Grammen). 








Verwendete Menge des Diastasepriparates. 0,1832 , 04921  0,5349 
Aufgenommene Ammoniakmenge ... . . 0,0063 | 0,0106 — 0,0132 
Das Priiparat enthielt noch Ammoniak : | 

am 1. Tage ...... | 0,0016 | 0,0040 — 


2» .... es 00008, — 0,002 
a a a a 0 — 0.0004 a 
4. tnxcaat = | = 0 

> Bo. » ae a | 0 0 0 


Konstantes Gewicht des Praparates am Ende | 
des Versuches ..........-! 01830 | 04912 0,5325 


In Prozenten. 











_ Ee 
Lc’ | £ I. 
Aufgenommenes Ammoniak ........ 3,44 | 2,16 2,47 


Das Priiparat enthielt noch Ammoniak: 


am 1. Tage . «1 ee « s 087 | O82 , — 
2. » (ee «= 6) Se — 0,04 
Ke sy evesl @ | — 
ck w Gescacae oa 0 
eer ree a fs 0 


Die angefiihrten Zahlen sind ganz analog denen, welche 
bei den Versuchen mit wirksamen Diastasepréparaten gefunden 
worden sind. 

Bestimmung der Aciditit. 























| ; Normalfliissigkeit verbraucht 
Verwendete Menge Saisie. aeascuaatinen 18 a 
nie gehalt ped | ed 
Diastasepraparates Neutralisation Formoltitrierung 
g g ccm ccm 
0,4727 0,0107 —0,232 | 0,419 
0,4947 0,0104 —0,293 | 0,520 
Auspumpversuche. 
0.4921 0 — 0,012 | 0,195 
0.5349 0 —0,012 | 0,195 
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Zu den beiden letzten Versuchen diente das Material! der 
Auspumpversuche II und II. 

Die folgende prozentische Berechnung vergleicht die ge- 
fundene Abnahme der Aciditét, ausgedriickt in Kubikzentimeter 
Normalfliissigkeit fiir 100 g Substanz mit der aus der (e- 
wichtszunahme (als aufgenommenes Ammoniak betrachtet) be- 
rechneten: 




















—s Aciditiat Acidititabnahme 
ak- 
ehalt des behandelten des urspriinglichen 
ia Praiparates Praiparates gefunden — berechnet 
%/o ccm ccm ecm ccm 
2,26 — 49,1 18,5 67,6 132.7 
2,10 — 99,2 18,5 404 123.3 
Auspumpversuche. 
0 _— 24 | 18.5 20,9 0 
0 — 235 18,5 20,8 0 


Formoltitrierung. 





Formoltitrierbarer Stickstoff 





bei mit Ammoniak bei dem 
an are ace i Zunahme 
behandelten Praparaten urspriinglichen Praparate 
0 ly 0 9/5 
1,24 (0),22 1,02 
1,47 0,22 1,25 
Auspumpversuche. 
0.56 0),22 0,34 
0.51 0),22 0,29 


Um vergleichen zu kénnen, inwiefern Gewichtszunahme, 
Aciditiitsabnahme und Zunahme an formoltitrierbarem Stick- 
sioff einander iiquivalent sind, stellte ich die folgenden Be- 
rechnungen an. 
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1 2 3 4 5 
ae Der Gewichts- — Der Aciditats- Zunahme 
Gewichts- zunahme Aciditats- abnahme —_—§ an _formoltitrier- 
zunahme aquivalente abnahme iquivalente | _barem 
Stickstoffmenge Stickstoffmenge Stickstoff 
lo 9/4 ecm 9% %o 
2.26 1,86 67,6 0,95 1,02 
2,10 1,73 77,0 | 1,08 1,25 
Auspumpversuche. 
0 0 | 209 | 0,29 0,34 
0 0 20,8 | 0,29 0,29 


Es zeigt auch in dieser Beziehung das gekochte Diastase- 
priparat genau dasselbe Verhalten wie die nicht erhitzten 
wirksamen Diastasepriiparate: die Aciditaétszunahme ist inner- 
halb der Grenzen der unvermeidlichen Versuchsfehler der Zu- 
nahme an formoltitrierbarem Stickstoff aquivalent, die Ge- 
wichtszunahme hingegen ist bei den Versuchen ohne Aus- 
pumpen erheblich gréfer, als dem d&quivalenten Verhaltnisse 
entspricht, bei den Auspumpversuchen nahezu Null. 

Aus den Versuchen mit wirksamen Diastasepraparaten 
wurde geschlossen, daS die Einwirkung von Ammoniakgas, 
soweit sie nicht durch Neutralisation mit Saure wieder riick- 
giingig gemacht wird, Atomgruppen betrifft, welche fiir das 
Zustandekommen der diastatischen Wirkung nicht notwendig 
sind. Eine Bestitigung dieses Satzes liefern nun die Resultate 
der in der vorliegenden Abhandlung beschriebenen Versuche; 
denn die Ammoniakeinwirkung auf wirksame Diastasepraparate 
liefert dasselbe Bild wie die Ammoniakeinwirkung auf Diastase- 
priparate, welche durch Kochen unwirksam gemacht worden 
waren; sie kann also nicht jene Atomgruppen betroffen haben, 
welche durch das Kochen chemisch verindert worden sind 
und, da unter den durch das Kochen chemisch veranderten 
Atomgruppen solche sich befinden, welche fiir das Zustande- 
kommen der diastatischen Wirkung notwendig sind, kann die 
Ammoniakeinwirkung auch nicht die fiir das Zustandekommen der 
diastatischen Wirkung notwendige Atomgruppe betroffen haben. 
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Durch dieselben Uberlegungen wie in der Abhandlung tiber 
Einwirkung von Ammoniak auf wirksame Diastasepriiparate 
kommt man auch hier zu dem Schlusse, da abgesehen von 
physikalischer Adsorption und Bindung von Ammoniak zu 
Ammoniumsalz die durch die Ammoniakeinwirkung betroffenen, 
demnach zur Diastasewirkung nicht notwendigen Atomgruppen 
vermutlich in der Aldehydgruppe und der alkoholischen Hydroxyl- 
gruppe, bezw. in der aus Aldehydgruppe und alkoholischer 
Hydroxylgruppe durch Enolbindung entstandenen Atomgruppe 
zu suchen sind. 

Mit diesen Schlubfolgerungen stimmen auch die Resultate 
der Bestimmung des Amidstickstoffes und die der Priifung der 
Fermentwirkung iiberein. 


Amidstickstoff. 


Das mit Ammoniakgas behandelte gekochte Diastase- 
praiparat gibt, nachdem das physikalisch adsorbierte und das 
zu Ammoniumsalz gebundene Ammoniak durch Magnesiumoxyd 
entfernt worden ist, bei der Einwirkung von salpetriger Siure 
etwas mehr Stickstoff ab als das nicht mit Ammoniak be- 
handelte gekochte Diastasepriparat und zwar 0,59 und 0,609/o 
gegen 0,44°/0. 


Priifung der Fermentwirkung. 


Die Fermentwirkung wurde auch bei dem gekochten Dia- 
stasepriiparate durch die Einwirkung von Ammoniak nicht 
beeinfluBt, das Priparat blieb nach der Einwirkung von Ammoniak 
ebenso wirkungslos wie vorher. 


I. 


0,2074 g Diastase gekocht III hatten aufgenommen 0,0064 g 
= 3,09°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Diastase gekocht III. 

Stirkeldsung: 2g ldsliche Stirke : 500 ccm Wasser. 
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Einwirkung von Ammoniakgas. X. 


a 


Mit Ammoniak 











Dauer Kontrolle behandeltes Praparat 
des Jog. Reduktion mg Jod- Reduktion : “mg 
Versuches ‘ in mg Zucker | | in mg Zucker 
ldsung Zucker gebildet ]!9sUMg Zucker | gebildet 
Beginn blau 31 0 blau 3,1 0 
‘2g Stunde > 2,7 0 > | 3,1 0 
.| > 2.6 0 > | 381 0 
1's Stunden. . .| > 27 0 » | 80 0 
2 . > 2,6 0 — 2,9 0 
Reduziert Fe hling 0 0 
I]. 


Material vom Auspumpversuche I: 
kocht III hatten aufgenommen 0,0063 g 


0,1832 g Diastase ge- 
= 3,44°/o Ammoniak 


und dieses beim Auspumpen wieder abgegeben. 
Kontrolle: 0,2 g Diastase gereinigt IV (also ein wirksames 
Diastasepraparat). 
Stirkelésung: 2 g lésliche Stirke: 500 cem Wasser. 








Mit Ammoniak 








Dauer Kontrolle behandeltes Priparat 

des Jod- Reduktion mg oy Reduktion mg 
Vorsuches inmg | Zucker |_| | inmg Zucker 
losung,) Zucker | gebildet losung) Zucker gebildet 

Beginn . blau 6,4 Q blau | 6,0 0 

'e Stunde. 0) 3,7 | 7,3 > | 8,5 0 

I 0 14,1 | 7,7 eT 0 

1‘ Stunden . 0 13.3 | 69 5,6 0 

2 0 130 | 66 4,7 0 

Reduziert Fehling stark 0 











Uber die nach den Methoden der Lecithindarstellung 
aus Pflanzensamen erhaltlichen Verbindungen. 


IV. Mitteilung. 


Erbsen, Schwarzkiefer, Reis. 
Von 


Georg Trier. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium der Kidgendssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juli 1913) 


Erbsensamen (Pisum sativum), 


Erbsen sind ein zur Lecithingewinnung sehr geeignetes 
Material. Sie enthalten nur etwa 2°/o Rohfett und dabei nach 
friiheren Analysen im hiesigen Laboratorium 1,25°/0,'!) bezw. 
1,05°/o?) Lecithin (aus dem Phosphorgehalt des iatherisch- 
alkoholischen Extrakts berechnet). 

1 kg Erbsen wurden fein gepulvert, zweimal mit 95°/oigem 
Alkohol bei 50—60° extrahiert, die alkoholische LOsung filtriert, 
eingedunstet und mit Ather aufgenommen. Die iitherische Lésung 
wurde 5—6 mal mit Wasser, unter Zusatz von Kochsalz und 
etwas Alkohol, um Emulsionbildung mioglichst zu vermeiden, 
ausgeschiittelt. Die Waschwasser gaben nach dem Kochen mit 
verdiinnter Siure immer schwichere Reduktion der Fehling- 
schen Lésung. Die iitherische Lecithinlésung wurde getrocknet, 
der Ather abdestilliert und der Riickstand mit Aceton 6fters 
ausgelaugt, dann wieder in Ather aufgenommen, noch einmal 
mit Aceton gefillt. So wurden 8,5 g Lecithin gewonnen. 
0,2526 g Trockensubstanz gaben 0,0328 g Mg,P,0, = 3,62°/o P. 
0,8460 » . » 0,1096 » » = 3,61 °/o 





1) E. Schulze und Frankfurt, Landw. Versuchsst., Bd. 43, S. 307 
*) KE. Schulze und Merlis, Landw. Versuchsst.. Bd. 49, S. 203. 
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1,5735 g Trockensubstanz wurden mit 100 ccm 6°/oiger 
Schwefelsiiure 4 Stunden unter Riickflubkiihlung gekocht. In 
aliquoten Teilen des Filtrats wurden 1,8°/o und 2,0°/o, im 
Mitte] 1,9°/o reduzierende Substanz (als Dextrose berechnet) 
ermittelt. 

Gelegentlich ihrer Untersuchung iiber das Auftreten von 
Betainen bei der Hydrolyse von Phosphatiden fanden E. Schulze 
und U. Pfenninger!) ebenso wie bei Praparaten aus Wicken- 
samen auch bei solchen aus Erbsensamen kein Betain. 

Spater, als ich mit der Untersuchung der aus Hafer- 
samen erhaltenen Produkte beschiaftigt war, erhielt ich von 
der Firma Blattmann u. Co. zwei Laboratoriumspriéparate 
von Lecithin aus Erbsensamen. Beide Priparate enthielten, 
wie die von mir hergestellten «Lecithine»>, weniger Stickstoff 
als Eilecithin. 

Priiparat I (als héchstkonzentriertes Laboratoriumsmuster 
bezeichnet) enthielt 1,35°/o N. 

1,0220 g gaben 0,01376 g N = 1,35°/o N. 

Priparat II (mittelkonzentriert) enthielt 1,24°)o N. 

1.5220 g gaben 0,01892 ¢ N = 1,24°/o N. 

Von diesem Praparat II wurde erst eine Probe mit 
Schwefelsiure, dann eine gréSere Quantitét mit Baryt zerlegt. 

5,310 g wurden mit 100 cem 1°/oiger Schwefelsiéure 
9 Stunden unter Riickflubktihlung hydrolysiert. Es wurden 
3,720 g «Fettsiuren» erhalten, entsprechend 70,0°/0. Das 
Filtrat von den gut ausgewaschenen Fettséuren wurde auf 
80 ecm gebracht. 

10 cem des Filtrats gaben 0,0074 g N = 1,11°/o N. 

20 ccm wurden nach Zusatz von 0,5 ccm Schwefelsaure 
mit Phosphorwolframsaure gefallt, die Fiillung 2 Tage stehen 
gelassen. Die Fallung enthielt 0,0123 g N = 1,0°/o N; das 
Filtrat der Fiillung enthielt 0,00258 g N = 0,21°/o N. 

9,05 ecem gaben bei 19° und 715 mm 2,1 ccm N (im 
van Slykeschen Apparat) entsprechend 0,00113 g Aminostick- 
stoff = 0,199/o N. 


1) Diese Zertschrift, Bd. 71, S. 174 (1911). 
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20 ccm gaben bei der Zuckerbestimmung nach Bertrand 
15 ecem KMnO, (1 com = 9,83 mg Cu). 

10 ccm gaben 8,0 ccm KMnQ,. Im Mittel entsprachen 
10 ccm 76,18 mg Cu = 41,3 mg Galaktose = 6,22°/o 
Galaktose. 

40 g des Lecithinpriparats wurden in Ather gelést und 
in eine heifie LOsung von tberschiissiger Barytlauge einflieben 
gelassen, sodann 2—3 Stunden mit Baryt gekocht. Es wurde 
mittels einer Turbine fortwahrend gertihrt. Die Baryumver- 
bindungen schieden sich so in feinverteilter Form ab. Sie 
wurden mit heifiem Wasser wiederholt ausgewaschen. Das 
Filtrat und die Waschwasser wurden durch Einleiten von 
Kohlensaéure mdglichst vom Baryt befreit, dann wurde einge- 
engt und mit Bleiessig gefallt. Das Filtrat von dieser Fiallung 
wurde mit Schwefelwasserstoff entbleit, dann auf 100 ecm 
gebracht. 

10 cem dieser LOsung wurden mit Schwefelsiure vom 
Baryt befreit, dann mit Phosphorwolframsiure gefallt. Die 
Fallung enthielt 0,02262 g N entsprechend 0,57°/o N auf das 
angewandte Lecithin berechnet. Das Filtrat gab 0,0031 g N = 
0,08°/o N. 

5,35 ecem gaben bei 19° und 722 mm 4,3 ccm (nach 
van Slyke) = 0,0023 g Aminostickstoff = 0,11 °/o. 

4,25 ecem gaben 3,6 cem N = 0,0019 g Aminostickstoff = 
0,11 °/o. 

5 cem gaben direkt nur 0,4 ccm KMnQ,, entsprechend 
0,1°/o Galaktose, also nur ganz geringe Reduktion. 

5 cem gaben dagegen nach der Hydrolyse mit verdiinnter 
Schwefelsiure 16 ccm KMnOQ, entsprechend 157,3 mg Cu = 
89,8 mg Galaktose — 4,49°/o Galaktose. 

Der Rest der Losung wurde zur Gewinnung von Cholin 
und Colamin mittels Schwefelsiure vom Baryt befreit und die 
Lésung zum Sirup eingeengt, dann mit wenig 5°/oiger Schwefel- 
siiure aufgenommen und mit konzentrierter Phosphorwolfram- 
siurelésung ganz ausgefillt. Die Masse bildete einen dicken 
Brei. Unter diesen Umstanden mufte auch das Colamin in 
die Fallung eingegangen sein. Nach mehrtigigem Stehen wurde 
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abgesaugt und mit 5°/oiger Schwefelséure ausgewaschen. Dann 
wurde Fiillung wie Filtrat mit reinem Baryt zerlegt. 

Die aus der Fallung erhaltene Basenl6sung wurde mit 
iiberschiissiger Salzsiiure eingedunstet und getrocknet. Abso- 
luter Alkohol léste die salzsauren Salze vollkommen, Betain 
konnte daher in erheblicher Menge nicht anwesend sein. Die 
alkoholische L6sung enthielt, wie die folgenden Angaben zeigen, 
ausschlieBlich Colin und Colamin. Durch Behandeln mit alkoho- 
lischer Sublimatlbsung wurde Cholin ausgefallt. Das Filtrat 
wurde vom Alkohol befreit, aus der stark eingeengten wiasse- 
rigen Lo6sung schied sich Sublimat in reichlicher Menge aus. 
Diese Ausscheidung gab nach Zerlegung mit Schwefelwasser- 
stoff keinen wiigbaren Riickstand. Das Filtrat von der Subli- 
matausscheidung wurde ebenfalls mit Schwefelwasserstoff be- 
handelt, vom Quecksilbersulfid getrennt, auf 60 ccm gebracht 
und in einem aliquoten Teil auf Aminostickstoff untersucht. 
8.6 cem gaben 1,6 cem N bei 19° und 727 mm. Die restie- 
renden 51,4 ecm konnten daher nur noch 5,2 mg Aminostick- 
stoff enthalten. Der gréBere Teil des Colaminstickstoffs wurde 
im Filtrat von der Fallung mit Phosphorwolframsiure gefunden. 

Von 70 cem dieser LoOsung gaben 8,55 ccm 3,1 cem 
Aminostickstoff bei 19° und 727 mm entsprechend 0,0017 g N 
oder 0.0125 g N in den restierenden 61,45 cem Lésung. 

Die Quecksilberfiillung enthielt ganz reines Cholin. Ein 
aliquoter Teil wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, dann mit 
Goldlésung ausgefallt. 

1. Krystallisation: 0,3203 g Aurat gaben 0,1426 g Au = 
i4,53°/o Au: die Mutterlaugen gaben eine 

2. Krystallisation: 0.2349 g Aurat gaben 0,1043 g Au = 
i4,40°/o Au. Fiir Cholinchloraurat berechnet 44,50°/o Au. 

Auch die letzten Reste gaben noch Aurate, die jenem 
des Cholins entsprachen. Alle Fraktionen zersetzten sich bei 
schnellem Erhitzen bei 264°. Die in der Quecksilberfiillung 
enthaltene Cholinmenge berechnet sich auf 1,750 g; 40 g 
Lecithin mit 1,24°/o N enthalten 0,496 g N; 1,750 g Cholin 
enthalten 0,2023 g N: es ist also nur 40,8°/o des Gesamtstick- 
stoffs in Form von reinem Cholin isoliert worden. Das aufge- 

















Uber aus Pflanzensamen erhalthche Verbindungen. IV. tL 


arbeitete Filtrat von der Quecksilberfillung, welches noch 
5,2 mg Aminostickstoff enthielt, sollte 0,14 g Colaminchloraurat 
geben. Nach dem Eindunsten mit Salzsiiure, Entfirben mit 
Tierkohle wurde mit konzentrierter Salzsiure und Goldchlorid- 
ldsung versetzt. Es entstand keine Triibung, nach einiger Zeit 
aber eine gut entwickelte Krystallisation des Colaminaurats. 
Es wurden 0,1 g an reinem Goldsalz erhalten. Das Filtrat der 
Phosphorwolframfillung enthielt noch 0,0123 g Aminostickstoff 
und hiitte etwa 0.36 g Colaminaurat liefern kénnen. An gut 
entwickelten Krystallen konnte aus der sirupOsen Mutterlauge 
0,20 g des Aurats gesammelt werden. Die Krystalle schmolzen 
bei 185—188° ohne Zersetzung. Nach allen Eigenschaften 
derselben ist kein Zweifel, da’ es sich tatsichlich um das 
Aurat des Aminoithylalkohols (Colamin) handelte. 


Schwarzkiefersamen (Pinus laricio). 


Bis jetzt sind von Gymnospermen nur die Samen einiger 
Coniferen auf Lecithin untersucht worden. (Uber das Phos- 
phatid aus Féhrenpollen s. KE. Winterstein u. O. Hiestand).') 

Es wurden an Samentrockensubstanz gefunden: bei Pinus 
silvestris 0,49°/o,2) Pinus maritima 0,42°/o,3) Pinus cembra 
0,37°/o,4) Picea excelsa 0,27°/o,2) 0,12°/o,4) Abies pectinata 
0,11°/o,2) Larix europea 0,11°/o+) Lecithin. 

Etwas niiher ist bis jetzt nur das aus Pinus cembra er- 
haltene Praparat untersucht worden.*) Es gab die Spaltungs- 
produkte des Lecithins, keine reduzierende Substanz und 3,6°/o P. 

2 kg Schwarzkiefernsamen wurden im grobgepulverten 
Zustand im Perkolator mit Ather entfettet, dann fein gemahlen 
und zweimal mit absolutem Alkohol bei 50—60° extrahiert. 
Nach dem Abdunsten des Alkohols wurde der Riickstand mit 
Ather und Wasser aufgenommen. Da sich aber die beiden 


') Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 288 (1907—1908). 

2) E. Schulze und Merlis, Landw. Versuchsst., Bd. 49, 5. 203. 

3) E. Schulze, Landw. Versuchsstation, Bd. 55, S. 267. 

4) Rongger, Landw. Versuchsstation, Bd. 49, S. 203. 

») E. Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 59. — Landw. Ver- 
suchsstation, Bd. 67, S. 57 (1907). 
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Schichten nicht gut trennten, wurde Petrolither und Alkohol 
zugesetzt. Nun trat schnell eine scharfe Trennung ein. Die 
petroliitherische Lésung wurde nun_ wiederholt mit Wasser 
ausgeschiittelt, dann das L6ésungsmittel zum gr6dfiten Teil ab- 
destilliert und mit Aceton gefallt. Durch Kneten der Fallung 
mit immer neuen Acetonmengen wurde alles im Aceton Lés- 
liche weggeschafft. Das zuriickgebliebene Lecithin war nahezu 
weil} und braunte sich erst beim Trocknen im Exsikkator. Es 
wurden 3,8 g Lecithin erhalten. Es gab 3,31°/o P, 0,74°/o N 
und 4°/o reduzierende Substanz (als Galaktose berechnet). Um 
zu priifen, ob das Priiparat den hinreichenden Reinheitsgrad 
erhalten hatte, wurde ein Teil noch einmal in Ather gelist, 
mit Aceton gefillt und durchgeknetet, dann wieder getrocknet. 
Ks hatte seinen Phosphorgehalt kaum geiindert (3,36°/o P). 
0,3590 g Substanz gaben 0,0427 g Mg,P,0, = 3,31°/o P. 
0,2540 » » »  (0,0307 » » = 3,36°/o » 
0.8730 g Substanz wurden mit 60 ccm 5°/oiger Schwefel- 
siiure 6 Stunden unter RiickfluB gekocht. Die Fettséiuren wurden 
mit Petroliither aufgenommen, das wisserige Hydrolysat auf 
80 ccm gebracht. In je 20 cem der Lésung wurde nach Ber- 
trand der «Zucker» bestimmt. 
1 ecm der KMnO,-Lésung zeigte 9,83 mg Cu an. 


1. 20 eem brauchten 1,7 com KMnO, = 16,71 mg Cu 
2, 20 » » is ° » == 16,71 » Cu 


entsprechend 4°/o Galaktose oder 3,76°/o Glukose. 

Das Filtrat gab eine Fiillung mit Phosphorwolframsaure. 
0,3530 g Lecithin nach Kjeldahl verbrannt gaben: 
0,00266 g N = 0,75°/o N. 

0,3168 g Lecithin nach Kjeldahl verbrannt gaben: 

0,00232 g N = 0,73°/o0 N. : 

Das Verhiiltnis von Phosphor: Stickstoff ist fast genau 
wie 2:1. Nach der gebriuchlichen Nomenklatur wiirde man 
das Priiparat als «Monoaminodiphosphatid» bezeichnen. Es 
spricht indessen nichts fiir seine Einheitlichkeit. 

Da andere Priiparate von Coniferensamenlecithin meines 
Wissens nicht auf Stickstoffgehalt gepriift worden sind, ist ein 
Vergleich unméglich. Der niedrige Stickstoffgehalt entspricht 
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den Erfahrungen, die ich bei Lecithinpriiparaten aus anderen 
Pflanzensamen gemacht hatte. 


Reis (Oryza sativa). 


Falls die das «Lecithin» begleitenden glukosidischen Li- 
poide, die besonders in Gramineensamen in gréferer Menge 
angetroffen wurden,') allgemein verbreitete Pflanzenstoffe sind, 
war anzunehmen, dal} das Reiskorn ein giinstiges Ausgangs- 
material fiir deren Isolierung sei, da es sehr arm an Rohfett 
ist und nur geringe Mengen an iitherldslichen Phosphorver- 
bindungen enthalt. Diese Annahme hat sich auch wenigstens 
nach einer Seite hin als richtig erwiesen. Bei Verwendung 
der gleichen Darstellungsmethoden wie beim Hafer- 
gries erhielt ich aus ungeschaltem Reis eine Sub- 
stanz, die in ihren Eigenschaften kaum mehr dem 
«Lecithin» ahnlich war, sondern den Charakter eines 
Cerebrosids zeigte, einer Verbindung, die bis jetzt 
aus héheren Pflanzen noch nicht erhalten worden 
war. Die Ausbeute war jedoch eine so geringe, daf ein 
niheres Studium der Substanz vorliiufig unméglich war. 

Der fiir die Versuche verwendete ungeschiilte Reis aus 
einer hiesigen Samenhandlung enthielt 12,5°/o Wasser. 

50,2 g fein gemahlen, wurden mehrere Stunden lang im 
Soxhletschen Fettextraktionsapparat mit Petrolicther entfettet. 
Der Petroliitherextrakt enthielt keinen Phosphor.?*} 

45,62 g Trockensubstanz wurden mehrere Stunden im 
Soxhlet-Apparat mit 95°/oigem Alkohol extrahiert. Der alkoho- 
lische Extrakt wurde stark eingeengt, dann mit Pet~oliither und 
Wasser aufgenommen. Von den beiden so erhaltenen Schichten 
gab die petroliitherische nach entsprechender Behandlung 
0,0020 g Mg,P,0, = 0,00056 g P = 0,0012°/o P  berechnet 





') Ich nehme an, daf der geringe Phosphorgehalt, der bei anderen 
Gramineenlecithinen (Roggen, Gerste, Weizen) konstatiert wurde, auf 
dieselbe Ursache zuriickzufiihren ist, die ich bei den Priparaten aus 
Hafersamen nachgewiesen habe. 

*) Siehe auch Stell waag, Landw. Versuchsst., Bd. 37, 5. 147 (1890). 
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auf die Trockensubstanz. Die wisserige Schicht gab 0,0052 ¢g 
Mg,P,0, = 0,00145 g P = 0,0032°/o P. 

Aus diesen Werten ist eine Schatzung des «Lecithin»- 
Gehalts noch nicht angangig. 

Es wurden nun 2,146 kg gemahlener Reis (1,88 kg Trocken- 
substanz) mit heifem 95°/oigem Alkohol zweimal extrahiert. 
Nach Entfernung der Hauptmenge des Alkohols wurde mit 
Wasser und Petroliither versetzt und die beiden Schichten im 
Scheidetrichter getrennt. 

Die wisserige Losung wurde wiederholt ausgeathert, die 
vereinigten petroliatherischen Anteile mehreremals mit wenig 
Wasser ausgeschiittelt. Nach dem Abdestillieren des Petrol- 
iithers blieb das Rohfett zurtick, welches mit Aceton eine 
reinweilie Ausscheidung gab. Es wurde lingere Zeit im Eis- 
schrank belassen, dann die acetonhaltige Losung abgegossen 
und die weile Ausscheidung mit Aceton gut ausgewaschen. 
Nach dem ‘Trocknen im Exsikkator verblieb weniger als ein 
halbes Gramm einer rein weiben, pulverigen Substanz zurtick, 
die sich nunmehr in Petrolather nicht mehr léste, unléslich 
in Wasser war und auch in heifem Alkohol sich ziemlich 
schwer léste. 0,1 g gaben nach dem Verbrennen mit Salpeter- 
Soda nur Gelbfirbung mit Molybdat, keine Triibung, auch 
nach 24stiindigem Stehenlassen. Dagegen fiel die Stickstoff- 
probe nach Lassaigne deutlich aus, Mit verdiinnter Schwefel- 
siure mehrere Stunden gekocht, schieden sich Fettsauren aus, 
wiihrend das Filtrat von diesen die Fehlingsche Losung re- 
duzierte. Aus diesen Eigenschaften darf geschlossen werden, 
dal es sich hier um eine cerebrosidartige Substanz handelte. 














Theoretisches und Experimentelles zur Frage der Kreatinbildung 
im tierischen Organismus. 


Versuche tiber Kreatinbildung aus Betain und Cholin. 


Von 


Otto Riesser. 


Aus dem Institut f. mediz. Chemie und experimentelle Pharmakologie zu Kinigsberg, Pr.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 1913.) 


Es ist der Frage nach der Bedeutung des Kreatins und 
des Kreatinins fiir den tierischen Organismus ergangen, wie so 
manchem anderen wichtigen Problem der Biologie: je néher 
wir mit der Hiufung des experimentellen Materials und der 
Verbesserung der Methodik des Ritsels LOsung zu kommen 
schienen, um so ferner riickte das Ziel, bis schlieBlich, statt 
des einen Problems eine Vielheit voneinander fast ganz unab- 
hingiger Fragen uns gegeniiberstand. Erst in den letzten 
Jahren haben die neuen Ideen und exakten Experimente einiger 
Forscher dem alten Problem neue Richtung und neue Grund- 
lagen gegeben. Es wird daher nicht tberfliissig sein, auf 
Grund des so gewonnenen Standpunkts eine Sichtung des reich- 
haltigen Materials vorzunehmen. 

Als in der Mitte des vorigen Jahrhunderts Liebig das 
Kreatin als einen regelmabigen Bestandteil des Muskels ent- 
deckte und fast gleichzeitig das regelmafige Vorkommen von 
Kreatinin im Harn sichergestellt hatte, schien das Problem 
relativ einfach zu liegen. Der leichte Ubergang von Kreatin 
in Kreatinin, besonders bei saurer Reaktion, war bekannt. 
Nichts lag also niiher, als anzunehmen, dal das Kreatin im 
Muskel gebildet oder abgelagert werde und nach Umwandlung 
in Kreatinin, sei es im Muskel selbst oder in einem anderen 
Organ, zur Ausscheidung kommt. Liebigs beriihmter Ver- 
such am gehetzten Fuchs, dessen Muskeln die zehnfache Menge 
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aun Kreatin enthielten, wie diejenigen zahmer Tiere, wies der 
Forschung den Weg. Sarokin, Szelkow, Monari bestitigten 
Liebigs Ergebnisse in Versuchen an durch Arbeit ermiideten 
oder tetanisierten Muskeln. Indessen diese Befunde blieben 
nicht unwidersprochen. Vor allem hat Voit‘) auf Grund seiner 
eingehenden Versuche jede Vermehrung des Kreatins im Muskel 
nach Arbeit oder Tetanisierung entschieden in Abrede gestellt 
und Nawrocki?) kam zu ganz ihnlichen Resultaten. Die- 
selben widerspruchsvollen Ergebnisse finden wir bei der Durch- 
sicht der Arbeiten tber die Abhangigkeit der Kreatininaus- 
scheidung von der Tatigkeit der Muskeln. Wahrend Voit,*) 
Hofmann,*) sowie Oddi und Tarulli®) eine Vermehrung der 
Kreatininausscheidung unter jenen Bedingungen entschieden 
in Abrede stellen, geht aus den Zahlen von Grocco,") 
Moitessier,‘) und von Gregor®’) das Gegenteil hervor. Be- 
achtenswert erscheint die von Gregor gegebene Kritik der 
von Voit und Hofmann erzielten Ergebnisse. Gregor weist 
niimlich darauf hin, daf unter der zweifellos berechtigten An- 
nahme einer allmahlichen Ausscheidung neugebildeten Krea- 
tins auch die Zahlen jener Autoren eine deutliche Vermehrung 
der Kreatininausscheidung nach Muskelarbeit erkennen lassen. 
Man hat spéter diese Diskrepanz der Versuchsergebnisse auf 
die Mangel der damaligen Methodik zuriickgefiihrt. In der Tat 
bietet die Neubauersche Methode der Ausfallung des Krea- 
tinins als Chlorzinkdoppelsalz nicht die Moglichkeit einer quan- 
titativen Bestimmung; dal sie bei sorgfiltiger Arbeit indessen 
fiir vergleichende Untersuchungen nicht wertlos ist, laBt sich 
nicht ernstlich bestreiten. Dennoch hat die Unvollkommenheit 
der Methodik die Kreatinforschung stark gehemmt. Als daher 


1) Zeitschr. f. Biol., Bd. 4, S. 77 (1868). 
2) Centralbl. f. die mediz. Wissensch., 1866. S. 625. 
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*) Virchows Archiv, Bd. 48, S. 358 (1869). 

*) Boll. dell’ Acad. Med. di Roma, Bd. 19 (1893). 
®) Ann. di chim. e di farm., Bd. 4, S. 211 (1886). 
7) Compt. rend. Soc. biol., Bd. 43, S. 573 (1891). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 98 (1900). 
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im Jahre 1904 Folin!) seine neue, exakte und auferst be- 
queme kolorimetrische Methode fiir die Bestimmung des Krea- 
tinins bekannt machte, ging man mit erneuter Hoffnung an 
die Bearbeitung der alten Fragen. Folins Methode beruht 
bekanntlich auf der von Jaffe angegebenen Reaktion des 
Kreatinins mit Pikrinséure und Natronlauge. Die Intensitiit 
der hierbei auftretenden Rotfiérbung, bedingt durch Reduktion 
der Pikrinsiiure zu Pikraminsaure, ist proportional der Menge 
der vorhandenen Kreatininmenge und kann in geeigneter Weise 
leicht zu kolorimetrischem Vergleich benutzt werden. Die Ein- 
fachheit der Methode hat oft vergessen lassen, daf} sie infolge 
der grofen Empfindlichkeit der Reaktion auch mit zahlreichen 
Fehlerquellen belastet ist, die man kennen mu, um sie zu 
vermeiden. Die in der ersten Freude tuber das schone neue 
Riistzeug der Forschung angestellten Experimente lassen mit- 
unter die nétige Vorsicht in der Beurteilung der Ergebnisse ver- 
missen. Man erkennt bei Durchsicht der neueren Arbeiten 
deutlich das erfolgreiche Bestreben, die Methode so sicher als 
méglich zu gestalten. Es ist dennoch auch heute noch nicht 
iiberfliissig, immer wieder auf die Fehlerquellen und auf die 
Mittel zu ihrer Vermeidung hinzuweisen. Ich werde im prak- 
tischen Teil dieser Arbeit hierauf zuriickkommen. 

Das Problem des Zusammenhanges zwischen Muskel- 
arbeit und Kreatinbildung bezw. Kreatininausscheidung be- 
herrscht zunichst auch die neueren Arbeiten. Hinter den 
zahlreichen Untersuchungen tiber das Harnkreatinin sind die 
Arbeiten iiber das Verhalten des Muskelkreatins merkwirdiger- 
weise stark zurtickgeblieben. Erst im Jahre 1908 hat 5S. Weber?) 
mit der neuen Folinschen Methode Muskelversuche angestellt. 
Er wies nach, dafi iiberlebende Herzen von Katzen und Hunden 
bei der Durchstromung im Langendorfschen Apparat Kreatin 
an die Durchstrémungsfliissigkeit abgeben, und zwar nur bei 
kraftiger Aktion. Schwach oder gar nicht pulsierende Herzen 
gaben wenig oder gar kein Kreatin ab. Auch Howell und 

') Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 223 (1904). 

*) Archiv f. experim. Path. u. Pharm., Bd. 58, S. 93 (1908). 
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Duke!) haben die Anwesenheit von Kreatin in der Durch- 
stromungsfliissigkeit iiberlebender Herzen beobachtet. Der von 
S. Weber erbrachte Nachweis, daB die durch Ischiadicusdurch- 
schneidung geliihmten Muskeln von Hunden weniger Kreatin 
enthalten als die ungeliihmten gleichnamigen Muskeln desselben 
Tieres, untersttitzt die Annahme einer Kreatinbildung bei Muskel- 
tiitigkeit. Indessen hat Weber selbst, ebenso wie spiiter 
Pekelharing und van Hoogenhuyze,?) die am Kaninchen- 
muskel zu ganz analogen Resultaten kamen, diesen Versuchen 
keinen groBen Wert eingeriumt, da die stets nach Nerven- 
durchschneidung eintretende Degeneration des Saiugetiermuskels 
eine in ihrer Wirkung auf den Kreatingehalt nicht bekannte 
Komplikation bedeutet. Bei einem Hunde, der nach schweren 
Cinchoninkrampfen eingegangen war, fand Weber eine Ab- 
nahme des Muskelkreatins; auch dieser Versuch ist, wegen 
der Schwere der Vergiftung, vielleicht nicht ohne weiteres 
brauchbar. Direkter hat Mellanby?) in seiner reichhaltigen 
Arbeit die Frage zu l6sen gesucht, indem er den Kreatin- 
gehalt tiberlebender Froschmuskeln vor und nach der Teta- 
nisierung untersuchte; eine Vermehrung des Kreatins konnte 
er dabei nicht feststellen. Indessen sind, worauf Cathcart 
und Graham-Brown‘) aufmerksam machen, Mellanbys 
Zahlen fiir den Kreatingehalt der tetanisierten Muskeln regel- 
miibig, wenn auch nur wenig, hoher als diejenigen ftir das 
Kreatin der nicht tetanisierten. Die genannten beiden Autoren 
fanden in eigenen Experimenten etwas deutlichere Zunahmen. 
Wurde indessen der Muskel in situ gereizt, also bei erhaltener 
Zirkulation, so sank der Kreatingehalt. Dasselbe Resultat er- 
hielten die Verfasser bei der Tetanisierung von Kaninchen- 
muskeln am lebenden, narkotisierten Tier. Mellanby, der 
Experimente der gleichen Art an Kaninchen anstellte, fand 
ebenfalls etwas geringere Werte im tetanisierten Muskel, aus 
denen er jedoch, wohl wegen der sehr geringen Unterschiede, 


') Amer. Journ. of Physiol., Bd. 23, S. 174 (1908). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 262 (1910). 

*) Journ. of Physiol., Bd. 36, S. 447 (1908). 

‘) Biochemical Journal, Bd. 4, S. 420. 
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nicht auf eine wirkliche Verminderung des Muskelkreatins 
sehlieBt. Mit Recht machen Pekelharing und van Hoogen- 
huyze!) darauf aufmerksam, dafi bei diesen Experimenten 
eine verstiirkte BlutdurchstrOmung in den gereizten Muskeln an- 
zunehmen ist und damit eine einfache Vergleichung mit dem 
ruhenden Muskel unsicher gestaltet. 

Man sieht jedenfalls, dali auch die Folinsche Methode 
nicht ohne weiteres die Widerspriiche aufhebt, die sich bei 
der Untersuchung des Kreatingehalts tiitiger Muskeln jetzt wie 
in den iilteren Arbeiten einstellten. Eine neue von Pekelharing 
und van Hoogenhuyze?) 1. J. 1910 aufgestellte Theorie der 
Kreatinbildung am Muskel ist geeignet, diese Widerspriiche auf- 
zukliiren. Dariiber hinaus kommt ihrer Lehre eine so erheb- 
liche prinzipielle Bedeutung fiir das gesamte Problem der 
Kreatinbildung zu, daf eine eingehende Besprechung ihrer Ver- 
suchsergebnisse erforderlich ist. Sie gehen davon aus, dal 
ein grundlegender Unterschied anzunehmen ist zwischen der 
schnellen Muskelkontraktion und jenem stiindigen, wenn auch 
in seiner Intensitaét wechselnden, Spannungszustand der Muskeln, 
der als Tonus bezeichnet wird. Sei es, dali verschiedene 
Muskelfasern, oder daf verschiedene Innervation diesen beiden 
Prozessen zugrunde liegt, jedenfalls haben wir ein Recht anzu- 
nehmen, daf jene zwei so verschiedenartigen Lebensiiuberungen 
der Muskelzellen von verschiedenen chemischen Prozessen_ be- 
gleitet sind. Die Verfasser stellten daher die Arbeitshypothese 
auf, daB die Kreatinbildung eine Funktion des Tonus, 
aber nicht der schnellen Muskelkontraktion ist. Man 
darf diese Anschauungsweise als die physiologische Priizisierung 
der schon von Shaffer) i. J. 1908 aufgestellten Theorie be- 
trachten. Dieser Autor kam auf Grund seiner sehr zallreichen 
Untersuchungen an Kranken der allerverschiedensten Art zu 
dem SchluB, dafi die bei allen bettlagerigen Patienten beob- 
achtete mehr oder minder starke Herabsetzung der Kreatinin- 
ausscheidung nicht von der Art der Krankheit abhiingt, sondern 


"a t) @, 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 262 (1910). 
*) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 23, S. 1 (1908). 
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lediglich von dem Darniederliegen der «potential efficiency of 
the muscle.» «The amount of creatinine excreted,» so schreibt 
er, «is an index of their efficiency — not the amount of work 
which the muscles are doing at the time, but the amount of 
work they are capable of doing. Und weiter unten: The 
amount of creatinine excreted bears a direct relation to the 
potential efficiency of muscle. Eine grofe Zahl eigener Beob- 
achtungen und von Angaben anderer Autoren (Spriggs, 1!) sowie 
Benedict u. Myers,?) die bei Frauen niedrigere Kreatinin- 
werte fanden, als bei Mannern) dient der durchaus beweis- 
kriftigen Bestaétigung von Shaffers Anschauung. 

Es erscheint von grofem Interesse, dafi dieselbe <An- 
schauung, zu der Shaffer auf Grund seiner Beobachtungen tiber 
die Kreatininausscheidung von Kranken kam, nunmehr durch 
Pekelharing und van Hoogenhuyze durch das _physio- 
logische Experiment, also auf ganz anderem Wege und auf 
Grund rein physiologischer Betrachtungen, bestitigt und prazi- 
siert wird. Die Versuche der hollandischen Forscher gewinnen 
dadurch besonders an Wert, daB sie auf den verschiedensten 
Wegen zum gleichen Ziele fiihren. In einer ersten Versuchs- 
reihe wurde durch Kombination von Hirnstammdurchschneidung 
und einseitiger Durchtrennung der sensiblen Hinterwurzeln nach 
dem Vorgang Sherringtons bei Katzen die «Enthirnungsstarre » 
auf der einen Korperseite erzeugt. Die Muskeln dieser Seite 
geraten in dauernde tonische Verkiirzung, wiihrend auf der 
andern Seite, deren zugehédrige Wurzeln durchtrennt sind. 
normaler Tonus bestehen bleibt. Nach 1°/1—31/2 Stunden 
wurden die Tiere entblutet und gleiche Stiicke der beiderseitigen 
Ellbogenstrecker untersucht. In si&mtlichen 5 Versuchen war 
der Kreatingehalt in den tonisch kontrahierten Muskeln erhoht. 
Aufhebung des Muskeltonus durch Ischiadicusdurchschneidung 
ergab beim Froschmuskel, mit und ohne Aufhebung der Zir- 
kulation, starke Kreatinabnahme. Degenerationserscheinungen 
spielen selbst drei Tage nach Ischiadicusdurchschneidung beim 
Frosch keine Rolle. Die direkte Reizung des Froschmuskels 


') Quarterly Journal of medicine (Oxford), 1907, S. 63. 
?) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 18, S. 377. 
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hingegen vom Ischiadicus aus, sei es durch intermittierendes 
Tetanisieren oder durch rhythmische SchlieBungs- und Offnungs- 
{Induktionsschlage fiihrte, im Gegensatz zu den Angaben von 
Brown und Cathcart, nicht zur ErhOhung des Kreatingehalts. 
Endlich wurde die bekannte tonisierende Wirkung ganz ver- 
schiedener Substanzen, wie Veratrin, Nikotin, CaCl,, NaCNS u. a. 
auf den in Ringer-Losung tiberlebenden Froschmuskel unter- 
sucht. Die Reizung der in solchen Lésungen befindlichen Muskeln 
bewirkt tonische Kontraktion mit stets eintretender, starker 
Kreatinvermehrung, wihrend bei gleicher Versuchsanordnung, 
jedoch ohne Zusatz der wirksamen Substanzen, lediglich 
Zuckungen und keine Kreatinvermehrung auftrat. Auch bei der 
Wiirmestarre und bei der Totenstarre, deren Analogie mit dem 
Tonus von den Physiologen hiéufig behauptet worden ist, wurde 
Kreatinvermehrung festgestellt. 

Ubersieht man von dem neu gewonnenen Standpunkt aus 
die Resultate friiherer Untersuchungen tiber das Verhalten des 
Muskelkreatins nach Reizung oder Arbeit, so erkliren sich, 
worauf Pekelharing und van Hoogenhuyze hinweisen, die 
Widerspriiche sehr wohl durch die Nichtberiicksichtigung des 
Tonuszustands des Muskels. Je nach der Versuchsanordnung 
mag das eine Mal hauptsichlich erhéhter Tonus, das andere Mal 
nur einfache Kontraktion vorgelegen haben, oder aber es handelte 
sich, was in den Versuchen mit kiinstlicher Reizung wohl meist 
der Fall war, um eine konkurrierende Beeinflussung beider 
Muskelaktionen. Je nachdem muBbte das Maf der Kreatinbildung 
wechseln. Auch willkiirliche Muskelaktionen, wie sie in ihrer 
Wirkung auf die Kreatininausscheidung am Menschen hiautig 
studiert wurden, miissen demnach durchaus nicht alle gleich- 
wertig sein fiir das Verhalten des Muskelkreatins und sollten 
nur da zu einer Vermehrung des Kreatins und damit vielleicht 
zu einer Vermehrung des Harnkreatinins fiihren, wo, z. B. durch 
besonderen Aufwand koordinierender Muskeltatigkeit, auch der 
Tonus wesentlich erhdht wird. 

Auch fiir die Beurteilung der zahlreichen Arbeiten, die 
sich mit dem Einflu8 der Muskelarbeit auf die Kreatininaus- 
scheidung befassen, wird man die Tonustheorie von Pekel- 
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haring und Hoogenhuyze zugrunde legen diirfen. Weber’) 
fand beim Hunde nach Cinchoninkriimpfen, wo eine Wirkung 
auf den Tonus wohl in Betracht kommt, Steigerung der Krea- 
tininausscheidung, withrend starke Arbeit im Tretrade die Menge 
des Harnkreatinins nicht vermehrte. Hoogenhuyze und 
Verploegh?) haben in ihren ausgedehnten Selbstversuchen 
einen Einflufi der Muskelarbeit (Marschieren, Radfahren, Hanteln) 
auf die Kreatininausscheidung nicht konstatieren kOnnen; da- 
gegen ist es von Interesse, daB, wie ein Uberblick tiber die 
Zahlen ihrer sorgfiiltigen Versuche beweist, die Kreatininaus- 
scheidung im Schlaf, also wahrend eines Zustandes von ver- 
mindertem Tonus, regelmaébig erheblich geringer ist als am 
Tage. Auch Pekelharing und Harking?) haben in Versuchen 
an Harking selbst einen Einfluf{ starker Marschleistungen auf 
die Kreatininausscheidung vermibt. Dagegen gelang es, durch 
mehrstiindiges Strammstehen in militérischer Haltung, also 
durch eine Ubung, die eine dauernde tonische Kontraktion 
bedingt, regelmibig die Kreatininausscheidung in die Hohe zu 
treiben. Einnahme von Colapriiparaten, sowie von Alkohol gab, 
nach Hoogenhuyze und Verploegh, mit der «Erhéhung der 
Intensitiit der Lebenserscheinungen,» die wohl zweifellos mit 
einer ‘TonuserhOhung der Muskulatur einhergeht, Vernichtung 
der Kreatininausscheidung, BrK-Gaben setzen sie herab. Endlich 
sei auf die von denselben Forschern angefiihrten, wenn auch 
selbst heute nicht ganz eindeutigen Kreatininbestimmungen bei 
einer Reihe von Kranken mit ausgedehnten Muskelliihmungen 
hingewiesen; die Kreatininausscheidung war hier aubergewohn- 
lich niedrig. 

Die Grundlage aller bisher erdrterten Versuche und ihrer 
theoretischen Deutung ist die Anschauung vom genetischen 
Zusammenhang des Harnkreatinins mit dem Muskelkreatin, die An- 
nahme also, dafi eine vermehrte Kreatinbildung in einer ver- 
mehrten Kreatininausscheidung ihr notwendiges Korrelat 
habe. Diese Grundanschauung, die angesichts der nahen Ver- 


') |. «¢. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 46, S 
3) Diese Zeitschrift, Bd. 7 
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wandtschaft der beiden Substanzen fast ein logisches Postulat 
scheinen mochte, ist durch F olins') Untersuchungen, die erste An- 
wendung seiner neuen Bestimmungsmethode, schwer erschiittert 
worden. Aus seinen Ergebnissen zog Folin den Schlub, dab 
ein Zusammenhang zwischen Muskelkreatin und Harnkreatinin 
iiberhaupt nicht bestehe. Dieser Satz ist die Folgerung aus 
zwei in ihrem Wert nicht gleichen Beobachtungen. Durch die 
erste, und weitaus die wichtigste tiberhaupt auf dem uns inter- 
essierenden Gebiet, stellte Folin fest, dafi die Kreatininaus- 
scheidung bei kreatinfreier Kost unabhiingig ist von der Menge 
und Art des aufgenommenen Eiweifes, eine Konstante also, 
die lediglich individuell, und zwar in offensichtlicher Abhiingig- 
keit vom’ Korpergewicht, variiert. Damit erhiilt die Kreatinin- 
ausscheidung die Bedeutung eines Ausdrucks endogener Stoff- 
wechselvorgange und tritt in gewisse Analogie mit der Aus- 
scheidung der endogenen Harnsiéure. Diese auferordentlich 
wichtige Entdeckung Folins ist von allen nachfolgenden Unter- 
suchern bestétigt worden und darf heute als eine feste Grund- 
lage unseres Wissens gelten. 

Die zweite hierher gehdrige Beobachtung Folins betrifft 
die Ausscheidung per os gegebenen Kreatins. Gemiif der alten 
Anschauung muf Kreatin im Korper in Kreatinin tibergefiihrt 
werden; erscheint doch im Harn des Menschen unter normalen 
Verhiltnissen nur Kreatinin und kein Kreatin. Folin  priifte 
experimentell die Richtigkeit dieser Annahme, indem er Kreatin 
per os gab, in der Erwartung, eine Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung feststellen zu kOnnen, wie sie Meissner in seinen 
Untersuchungen aus dem Jahre 1868,?) also mit der alten 
Methodik, bewiesen zu haben glaubt. Indessen blieb in Folins 
Versuchen die Kreatininausscheidung auch nach Einnahme von 
Kreatin konstant und das Kreatin selbst erschien nur zum Teil 
als solehes im Harn wieder; bei ungeniigender Kiweilfinahrung 
wurde sogar die gesamte Menge des eingegebenen Kreatins 
retiniert, ohne dafs die N-Ausscheidung im Harn eine ent- 

') Amer. Journ. of Physiol., Bd. 13, S. 45, 66, 117 (1905). 


Hammarsten-Festschrift, 1906, S. 1. 
*) Zeitschrift f. rat. Medizin, Bd. 31, S. 330 (1868). 
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sprechende Erhdhung erfuhr. Kreatin ist demnach, nach Folins 
Meinung, als eine Art Nahrungsstoff anzusehen, Kreatinin da- 
gegen, das bei Einnahme per os regelmibig fast quantitatiy 
im Harn erscheint, wire als ein Endprodukt endogener Zell- 
stoffwechselvorginge zu betrachten. 

Es ist begreiflich, daB Folins radikale Trennung der 
Kreatin- von der Kreatininbildung revolutionierend wirkte. Eine 
Fiille von Arbeit wurde in der Folgezeit geleistet, um jene 
Resultate zu bestatigen oder zu widerlegen. Im allgemeinen 
war die Opposition stirker vertreten, und man darf heute sagen, 
dali sie den Sieg behielt. Unbedingt auf Folins Standpunkt 
steht af Klercker,') der in Selbstversuchen, und zwar bei 
Kinnahme des kreatinreichen Fleischextrakts sowie reinen 
Kreatins, zu den gleichen Resultaten wie Folin gelangte. 
Demgegeniiber betont Weber,?) da in einem Selbstversuch 
nach Einnahme von Fleischextrakt mehr Kreatinin im Harn 
erschien, als in dieser Form genossen war, dafi das Mehr also 
auf einer Umwandlung von Kreatin in Kreatinin beruhen miisse. 
In den sorgfaltigen Versuchen von van Hoogenhuyze und 
Verploegh®*) erscheint nach Einnahme von je 2 g Kreatin in 
einer grofen Zahl von Versuchen regelmafig ein allerdings 
sehr kleiner Teil als Kreatinin im Harn, und auch Plimmer, 
Dick und Lieb*) haben Kreatininvermehrung im Harn unter 
den gleichen Bedingungen gefunden. Eine mehr oder minder 
grofie Retention des Kreatins im Organismus wird auch von 
den erwiahnten Autoren, wie iiberhaupt von allen, die Versuche 
mit Einfiihrung von Kreatin, sei es per os, sei es parenteral, 
vornahmen, bestiatigt. 

Man sollte indessen allen Versuchen, in denen das Kreatin 
per os zugefiihrt wurde, nur einen beschrinkten Wert zu- 
schreiben. Einmal kennen wir das Schicksal des Kreatins im 
Magendarmkanal nicht. Da8 im Darm das Kreatin einer bak- 
teriellen Zerst6rung anheimfallen kann, beweisen die Ergebnisse 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. 3, S. 45 (1907). 
of Pe 8 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 161 (1908). 

*) Journ. of Physiol., Bd. 39, S. 98 (1909/10). 
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von Twortund Mellanby.') die durch Bakterien des Darms extra 
corpus eine Kreatinzerstorung herbeiftihren konnten. Vor allem 
aber sollte man die Umwandlung eines im endogenen Zellstoff- 
wechsel und nicht bei der Verdauung entstehenden Produkts nicht 
durch Fiitterungs-, sondern allein durch Injektionsversuche zu 
entscheiden suchen. Derartige Versuche hat zuerst Lefmann?) 
an Hunden angestellt. Auch hier erschien nur ein kleiner Teil! 
des eingefiihrten Kreatins im Harn wieder. Eine Vermehrung 
des Kreatins glaubt Lefmann aus seinen Zahlen nicht er- 
kennen zu kénnen. Dieser Schluf ist indessen, worauf van 
Hoogenhuy ze und Verploegh®) hinweisen, ganz unberechtigt. 
L.efmanns Zahlen zeigen im Gegenteil fast in allen seinen 
Versuchen eine nicht unerhebliche Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung nach Kreatininjektionen. Besonderen Wert fiir 
die vorliegende Frage mul den Untersuchungen von Pekel- 
haring und van Hoogenhuyze‘) zugeschrieben werden. Sie 
injizierten Kaninchen und Hunden Kreatin, wobei sie die Vor- 
sicht gebrauchten, die jedesmalige Dosis in einzelnen Portionen 
einzugeben. Dabei fanden sie neben einer wechselnden Zu- 
nahme der Kreatinausscheidung eine Vermehrung des Harn- 
kreatinins. Wurde jedoch die gesamte Kreatindosis auf einmal 
injiziert, so blieb hiiufig die Kreatininvermehrung aus, wiihrend 
die Kreatinausscheidung relativ hoch war, eine Beobachtung, 
welche die negativen Ergebnisse anderer Autoren zu erkliiren 
geeignet ist. Eine Bestiitigung der Befunde von Pekelharing 
und van Hoogenhuyaze finden wir in einer Arbeit von Towles 
und Voegtlin,®) die sogar nicht nur einen Ubergang von 
Kreatin in Kreatinin, sondern auch den umgekehrten Vorgang 
in mehreren ihrer Versuche feststellten. 

Auf einem anderen Wege haben Gottlieb und Stangas- 
singer®) die Moglichkeit eines Ubergangs von Kreatin in Krea- 

4) Journ. of Physiol., Bd. 44, S. 43 (1912) 

2) Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 476 (1908) 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 110 (1909). 

4) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 394 (1910). 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 10, S. 479 (1912). 

°) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S.1(1907). —Stangassinger, ebenda, 
Bd. 55, S. 295 (1908) 
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tinin innerhalb des Organismus zu beweisen gesucht. Sie 
iiberlieBen verschiedene Organe der antiseptischen Autolyse mit 
Zusatz von Kreatin und konnten nachweisen, dah eine Reihe 
von Organen, insbesondere Muskel und Leber, die Umwandlung 
des Kreatins in Kreatinin auf fermentativem Wege bewerk- 
stelligen kann: gleichzeitig wird, besonders im Leberbrei, Kreatin 
bei der antiseptischen Autolyse zerstort. Mellanby!?) hat zwar 
die Ergebnisse von Gottlieb und Stangassinger in Zweifel 
gezogen. Indessen die Versuche, die Rothmann?) unter sorg- 
fiiltigster Kontrolle der Antisepsis ausfiihrte, sowie die Nach- 
prifung, die van Hoogenhuyze und Verploegh in ihrer 
grofen Arbeit*) anfiihren, bestatigen die Ergebnisse von Gott- 
lieb und Stangassinger vollauf. Endlich haben diese beiden 
Forscher auch in Durchblutungsversuchen an der Leber‘) die- 
selben Resultate erhalten, wobei jedoch zu bemerken ist, dah 
die von ihnen gewihlte Durchblutungszeit von 3! 2 Stunden 
eine zu lange ist, um mit Sicherheit noch von einem Uber- 
leben der Leber sprechen zu kénnen. 

Beweisender aber als Wahrscheinlichkeitsgriinde und be- 
weisender selbst als die Ergebnisse der unter mehr oder weniger 
von den natiirlichen Vorgiingen abweichenden Verhiiltnissen 
angestellten Experimente spricht die Logik der zahlenmabig 
feststellbaren Tatsachen fiir den genetischen Zusammenhang 
zwischen Muskelkreatin und Harnkreatinin. Im Hunger steigt, 
wie von Dorner®) am Kaninchen, von Catheart*) und von 
Benedict und Diefendorf*) am Menschen gefunden wurde, 
die Kreatinausscheidung miichtig an, waéhrend gleichzeitig die 
Kreatininausscheidung, wenn auch nicht im gleichen Mabe, 
abfillt. Sehr deutlich ist dieser Parallelismus im Hungerversuch 
am Menschen, den Benedict und Diefendorf beschreiben: 
mit dem Ansteigen des Kreatins sinkt die Menge des Kreatinins, 


1) |. ©. 


?) Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 131 (1908). 
Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 161 (1908). 
Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 322 (1908). 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S, 225 (1907). 


*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 6, S. 109 (1907). 
‘) Amer. Journ. of Physiol., Bd. 18, S. 362 (1907). 
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so da’ das Gesamtkreatinin kaum geiindert ist. Ganz iihnliche 
Zahlen finden sich in Cathearts Versuch am Hungerkiinstler 
Beauté. Wenn hiiufig im Hungerzustande mehr Kreatin aus- 
geschieden wird, als der Abnahme des Kreatinins entspricht, 
so muf auf die Ergebnisse von Demant!') und ihre Bestiitigung 
durch Mendel und Rose?) hingewiesen werden, die eine Ver- 
mehrung des Muskelkreatins im Hunger fanden. Unter nor- 
malen Ernihrungsbedingungen gehen Muskelkreatin und Harn- 
kreatinin indessen offensichtlich parallel. Unter den Bedingungen 
des erhéhten Tonus steigt, wie wir sahen, nicht nur der Kreatin- 
gehalt des Muskels (Pekelharing und van Hoogenhuyze 
|. c.), sondern ebenfalls der Kreatiningehalt des Harns (Pekel- 
haring und Harking I. c.), und auch in den Versuchen Jaffes®) 
iiber die Kreatinbildung durch Methylierung des Glykocyamins 
ist mit dem Kreatingehalt des Muskels auch die Kreatininaus- 
scheidung erhodht. Gegentiber den zahlreichen Versuchen, 
welche die Moglichkeit einer tiber das Normale hinausgehenden 
Kreatinspeicherung im Muskel beweisen und zu denen auch 
meine eigenen Untersuchungen einen Beitrag liefern, miissen 
die Experimente Mellanbys,*) die das Gegenteil sicherstellen 
sollen, als unzureichend bezeichnet werden. Mellanby fand 
nimlich nach Verfiitterung von Kreatin an junge Hiihnchen 
keine Erhohung des Kreatingehalts der Muskulatur. Daf die 
Verfiitterung gerade fiir die Entscheidung dieser Frage unge- 
eignet ist, liegt auf der Hand. Auf Grund des sonstigen reich- 
haltigen und zuverlassigen Materials miissen wir daran fest- 
halten, daB unter gewissen Bedingungen eine Erhohung 
des Muskelkreatingehalts und als Folge davon eine Er- 
hohung der Harnkreatininausscheidung stattfindet. 
Am iberzeugendsten wirkt die von Myers und Fine’) 
als Ergebnis ihrer zahlreichen Bestimmungen des Muskel- und 
Harnkreatinins verschiedener Tierarten gegebene Zusammen- 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 3, S. 381 (1879). 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 10, S. 255 (1911). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 430 (1906). 

91 «¢. 


*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 14, S. 9 (1912). 
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stellung des Prozentgehaltes der Muskulatur an Kreatin einer- 
seits und des Kreatininkoeffizienten, d. h. der in Milligrammen 
ausgedriickten Menge der pro Kilogramm Korpersubstanz im 
Harn ausgeschiedenen Kreatinins, anderseits. (Vgl. Tab. 1.) 


Tabelle 1 
(nach Myers und Fine, Journal of Biol. Chem., Bd. 14, S. 19). 











Prozentgehalt 





re ey Verhaltnis Verhaltnis der 
Tierart der Muskeln | ponih _der Muskel- Harnkreatinin- 
. . | koeffizient |, ; | 
an Kreatin | i|kreatinzahlen, zahlen 
| j 
Kaninchen. . . 0.52 14.3 1,4 1,7 
| js j . 
| | ° } ° 
Mensch... . 0,39 | 9,0 | 1,05 1,07 
| ‘ j ‘ 
Hund... .. 037 | 84 | 1,0 | 1,0 


Es ergibt sich aus dieser Zusammenstellung mit tiber- 
raschender Klarheit, daf{ die Kreatininausscheidung genau dem 
Kreatingehalt der Muskeln entspricht. Weiterhin ergab sich 
aus einer grofen Zahl von Experimenten an Kaninchen, dab 
selbst bei der gleichen Tierart die Kreatininausscheidung dem 
Gehalt des K6rpers an Kreatin proportional ist. In diesen 
Feststellungen darf man wohl die Kronung der Beweise sehen, 
aus denen mitSicherheit der genetische Zusammenhang zwischen 
Hlarnkreatinin und Muskelkreatin hervorgeht, und so gelangen 
wir, als Resultat umfangreicher Forscherarbeit, zur einfachen, 
logischen und schon von Liebig aufgestellten Theorie zurtick. 

Nach Erledigung dieser Hauptfrage gewinnt die Frage 
nach dem Ort der Umwandlung von Kreatin in Kreatinin an 
Interesse, umsomehr, als diese Frage mit derjenigen nach der 
Rolle des Kreatins im Stoffwechsel eng verkniipft ist. 
Nach den Versuchen von Gottlieb und Stangassinger (I. ¢.) 
sollte man der Leber hier eine wesentliche Bedeutung zuschreiben. 
Zweifellos ist der Zustand dieses Organes von Einflu$ auf Art 
und Gréfe der Kreatin- und Kreatininausscheidung. Bei ex- 
perimenteller Schiidigung der Leber durch Phosphor-') oder 


') Forschbach, Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 58, 
S. 113 (1908). — Lefmann, Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 476 (1908). 
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Hydrazinvergiftung') steigt die Kreatinausscheidung michtig 
an, und die gleiche Beobachtung haben Hoogenhuyze und 
Verploegh*) sowie Mellanby (I. ¢.) in Fallen schwerer, 
carcinomatéser Leberschadigung gemacht. Es ist schwer, aus 
diesen Befunden irgendwelche bindenden Folgerungen fiir die 
Frage der Bedeutung der Leber im Kreatinstoffwechsel zu 
ziehen. Man mag an eine Beeintrichtigung der Umwandlung 
des Kreatins in Kreatinin denken, oder die schwere Schidigung 
des Stoffwechsels durch den Ausfall der Leberfunktion in 
Parallele zu dem Hungerzustand setzen, der ja ebenfalls Krea- 
‘inausscheidung bedingt. Man wird aber nicht vergessen diirfen, 
da8B man angesichts der zahlreichen Beziehungen, die wir 
zwischen der Funktion der Leber und derjenigen anderer 
Organe annehmen miissen, aus den Erscheinungen bei schwerer 
Leberschédigung nur mit gréf$tem Vorbehalt auf Funktionen 
der Leber selbst schlieBen darf. Da wo eine direkte Schadigung 
der Leber selbst vermieden wurde, néimlich bei Ausschaltung 
der Leber durch die Ecksche Fistel, ergab sich in der Tat 
kein prinzipieller Unterschied des Kreatinstoffwechsels im Ver- 
gleich zu Tieren mit normal funktionierender Leber. Am deut- 
lichsten geht das aus den Versuchen von Towles und Voegtlin 
(1. ec.) hervor, die sowohl an gefiitterten wie an hungernden Eck - 
Fistel-Hunden arbeiteten. Ihre Versuche deuten nicht auf eine 
ausschlaggebende Rolle der Leber fiir den Kreatinstoffwechsel. 
Bei einem gut ernahrten Eckfistelhund war sogar nicht einmal! 
eine Ausscheidung von Kreatin vorhanden. 

Einen neuen und sehr interessanten Gesichtspunkt bringen 
die Untersuchungen von Cathcart,%) sowie von Mendel und 
Rose‘) in die Diskussion dieser Frage. Cathcart fand in 
Versuchen am Menschen, Mendel und Rose beobachteten es 
beim Kaninchen, dai die Vermehrung der Kreatinausscheidung 
im Hunger sofort sistiert wird, wenn Kohlenhydrate verabreicht 
werden, wahrend Fett und Eiweifi die Kreatinausscheidung un- 


') Underhill u. Kleiner, Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 165 (1908). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 161 (1908). 

*) Journ. of Physiol., Bd. 39, S. 320 (1909). 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 10, S. 213 (1911). 
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beeinfluft lassen. Gleichzeitig mit der Erniedrigung der Kreatin- 
ausscheidung fillt die Menge der Gesamt-N-Ausscheidung im 
Harn. Cathcart und Taylor!) haben diesen wichtigen Be- 
fund durch Versuche an mit Phlorrhizin vergifteten Hunden 
ergiinzt. Regelmifig trat gleichzeitig mit der Zuckeraus- 
scheidung, und nur so lange, als diese andauerte, Kreatin im Harn 
auf. Dasselbe haben Krause und Cramer?) gefunden; auch 
erbrachten sie den Nachweis, dai bei Diabetes mellitus in einer 
Reihe von Fiillen, die sie untersuchten, regelmafig Kreatin im 
Harn auftrat. Man gelangt daher zu dem Schluf, daB ein 
enger Konnex besteht zwischen der Menge der Kohlenhydrate, 
die dem Korper zur Verfiigung steht, und der Kreatinaus- 
scheidung oder der Kreatinbildung. Daf man direkt an die 
Kreatin bildung denken darf, geht auch aus der Tatsache hervor, 
daf im Phlorrhizindiabetes mit dem Kreatin auch das Kreatinin 
vermehrt ist. Sobald, sei es im Hunger, sei es bei Phlorr- 
hizindiabetes oder bei Diabetes mellitus der Kohlenhydratvorrat 
des KOrpers unter ein gewisses Mafi sinkt, beginnt eine ver- 
mehrte Bildung von Kreatin. Man begreift nun auch, wie 
Cathcart ausfthrt, die Kreatinausscheidung, die bei experi- 
menteller oder pathologischer Schadigung der Leberzellen selbst 
auftritt, wenn man bedenkt, daf die normale Funktion der 
Leberzellen fiir den normalen Ablauf des Kohlenhydratstoff- 
wechsels unerlablich ist. 

Diese Beobachtungen bringen einen neuen und zwar 
energetischen Gesichtspunkt ftir die Erkenntnis der Rolle des 
Kreatins im tierischen Stoffwechsel. Man mag annehmen, dal 
die Gegenwart von Kohlenhydraten in geniigender Menge den 
endogenen N-Stoffwechsel in gewissen Grenzen hilt, wiahrend 
beim Fehlen dieser fiir den Energiebedarf so wichtigen Stoffe, 
sei es Eiweifs, seien es andere Zellenbestandteile unter Bildung 
von Kreatin zersetzt und zu energetischen Zwecken verwandt 
werden. Zu erdrtern ware aber wohl auch die Frage, ob nicht 
etwa der Vorgang der Kreatinbildung selbst Energie zu liefern 
vermag, z. B. indem dabei als Nebenprodukte Substanzen ge- 


') Journ. of Physiol., Bd. 41, S. 276 (1910). 
*) Journ. of Physiol., Bd. 40, LXI (1910). 
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liefert werden, die vom Organismus energetisch verwertet 
werden kénnen. Der Mangel an leicht verbrennlichen Kohlen- 
hydraten kénnte dann zu einer Mehrproduktion von Kreatin 
fiihren. Die energetische Betrachtungsweise wird besonders 
im Zusammenhang mit der Tonustheorie bedeutsam. Denn die 
Annahme einer Bildung von Kreatin beim Tonus fiihrt von 
selbst zu der Vorstellung, dafi die Quelle der fiir die Auf- 
rechterhaltung oder Erhéhung des Tonus erforderlichen Energie 
mit dem Vorgang der Kreatinbildung aufs engste verkniipft 
sein kann. 

Die letzten Erorterungen zeigen uns die Grenze, bis zu 
der uns die Erforschung des Kreatinstoffwechsels fihren 
kann und die wir erst iiberschreiten kénnen, wenn auch die 
Frage der Kreatinbildung selbst endlich einmal restlos gekliirt 
sein wird. Hier gewinnt das Problem seine rein chemische 
Seite, und jeder Erklarungsversuch wird von der Betrachtung 
der Konstitution des Kreatins ausgehen miissen. Die Anschau- 
ung, daB die Kreatinbildung mit dem Zerfall der Nucleinsubstanzen 
in Konnex stehen kinne, darf heute als vollig verlassen auber 
Eroérterung bleiben. Zwar ist eine Ableitung des Kreatins vom 
Guanin chemisch denkbar; indessen haben wir keinen einzigen 
Anhaltspunkt fiir die Annahme einer vitalen Reaktion dieser 
Art. Experimentell haben Forschbach,!) Dorner (I. c.), sowie 
Lefmann (I. c.) die Frage studiert und gefunden, dal weder 
bei Leukiimie, selbst bei betriachtlicher Vermehrung der aus- 
geschiedenen Harnsiiure, noch bei Thymusfiitterung eine Er- 
hdhung der Kreatininausscheidung eintrat. Dagegen gilt heute 
die Abstammung des Kreatins vom Eiweil} als unbestrittene 
Tatsache, obwohl in Wahrheit nicht ein einziger unbedingt 
sicherer Beweis dafiir erbracht ist. Was wir bestimmt wissen, 
ist nur, daf} die Kreatinbildung von der Zersetzung des Nahrungs- 
eiweibes unabhingig ist, wiihrend sie in Beziehung steht zum 
endogenen Stoffwechsel. Als einzige Richtungslinie der Forschung 
bleibt demnach die allerdings sehr suggestive Tatsache, dal 
dem Guanidinkern des Kreatins als einzig sonst bekannte Gua- 
nidinquelle des tierischen Organismus ein Baustein des Eiweibes, 

1) Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd. 58, S. 113 (1908). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI Ol 
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das Arginin, entspricht. Der oxydative Abbau des Arginins 
in vitro kann zur Guanidinbuttersaure fiihren,!) deren weiterer 
Abbau zu Guanidinessigséure ebensogut denkbar ist. Durch 
Jaffes (I. c.) schone Untersuchungen, die von Dorner (I. c.) 
vollauf bestatigt wurden, ist sichergestellt, daB sowohl per os 
als subcutan zugefiihrte Guanidinessigsdéure (Glykocyamin) im 
Organismus des Kaninchens zu Kreatin methyliert wird, das 
im Muskel gespeichert und im Harn ausgeschieden wird. Dennoch 
hat Jaffe den Gedanken an eine Entstehung des Kreatins im 
Organismus aus Arginin auf dem skizzierten Wege nicht fiir 
wahrscheinlich gehalten. Es ist naémlich bisher nicht gelungen, 
Guanidinessigséiure oder -butterséure als Zwischenprodukt des 
Argininabbaus im Organismus aufzufinden. Wichtiger aber als 
dieses negative Ergebnis ist die von Kossel und Dakin?) 
zuerst beobachtete, iiberaus leichte Aufspaltung des Arginins 
in Harnstoff und Ornithin, die am intensivsten in der Leber. 
fast gar nicht freilich im Muskel zutage tritt. Man kénnte also 
immerhin annehmen, dafi im Muskel ein anderer und zwar 
oxydativer Abbau des Arginins stattfindet, der dann tiber 
die Guanidinbuttersiure zum Kreatin zu fiihren vermag. Und 
es mag hierfiir die Abhingigkeit der Kreatininausscheidung von 
der zur Verfiigung stehenden Sauerstoffmenge angefiihrt werden, 
wie sie aus der Abnahme des Harnkreatinins im Hochgebirge 
von van Hoogenhuyze und Verploegh®) abgeleitet wird. Dah 
die Hexonbasen im Muskel ein ganz besonderes Verhalten zeigen, 
wird durch die grofen im Muskel gespeicherten Mengen von Car- 
nosin, des Histidyl-Alanins, nahegelegt, die der Menge des Krea- 
tins durchaus nicht nachstehen. Demgegeniiber muf wiederum auf 
Jaffes Einwurf hingewiesen werden, der auf Thompsons‘) Ver- 
suche iiber das Schicksal oral und subcutan eingefiihrten Arginins 
aufmerksam macht: fast die gesamte Menge des aus Arginin 
entstehenden Harnstoffs, bei subcutaner Zufuhr sogar 100°/o, 


') Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 415 (1901). 
?) Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 321 (1904); Bd. 4 


2 
- 


S. 181 (1904). 
®) Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 101 (1909). 
‘) Journ. of Physiol., Bd. 32, S. 137; Bd. 33, S. 106 (1905). 
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erschien im Harn wieder. Da auch die Pflanzen nach Kiesel') 
Arginin glatt in Harnstoff und Ornithin spalten kénnen, so erscheint 
diese Argininspaltung als ein fundamentaler biologischer Vor- 
gang von allgemeiner Verbreitung. Die Injektion von Arginin 
bei Kaninchen ergab in Jaffes Versuchen keine Vermehrung 
des Gesamtkreatinins im Harn; eine Nachpriifung dieser Ver- 
suche mit Hilfe der Folinschen Methode wire allerdings sehr 
erwunscht. Endlich seien die neuesten Versuche in dieser 
Richtung, von Inouye,?) erwahnt. Inouye unternahm Durch- 
stromungsversuche an der tiberlebenden Leber mit Ringer- 
Losung, der Arginin zugesetzt war, und fand eine Zunahme 
des Gesamtkreatinins gegentiber den Kontrollproben, die zwar 
absolut nur gering, relativ aber nicht unbedeutend war. Auch 
in seinen Autolyseversuchen ist eine regelmifige, wenn auch 
geringe Zunahme des Gesamtkreatinins bei Zugabe von Arginin 
bemerkbar. Man wird dem Verfasser recht geben, wenn er 
aus diesen Versuchen die Méglichkeit einer Uberfiihrung von 
Arginin in Kreatin durch die Leber ableitet. Man erkennt in- 
dessen aus der vorsichtigen Fassung dieser Folgerung, da er 
eine Losung der Frage mit diesen Versuchen durchaus nicht 
gegeben zu haben glaubt. Versuche am durchbluteten tiber- 
lebenden Muskel scheinen mir unerlaflich, obwohl mir die 
Schwierigkeiten einer ausreichenden Kontrollméglichkeit aus 
eigenen Versuchen bekannt sind. Auch darf man gerade bei 
solchen Versuchen nicht aufer acht lassen, dali etwa aus dem 
Arginin entstehende einfachere Guanidinosiuren aller Wahr- 
scheinlichkeit nach, wenigstens in Form ihrer Anhydride, eben- 
falls die Jaffesche Reaktion geben und daher bei Folins 
Methode mitbestimmt werden kénnten; vom Glykocyamidin ist 
es ja bekannt, daf es jene Reaktion, wenn auch schwacher, gibt. 

Jaffe hat noch auf die Moglichkeit verwiesen, die sich 
aus Versuchen von Otori') ergibt, dafi nimlich im Eiweib 
neben dem Arginin noch ein weiterer Guanidin- oder Methyl- 
guanidinkern enthalten ist. In der Tat gibt Otori an, dab er 


') Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 169 (1911). 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. 81. S. 71 (1912). 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 86 (1904). 
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bei der oxydativen Spaltung von Pseudomucin erheblich mehr 
Guanidin erhielt, als dem Gehalt dieses EiweiBkérpers an Arginin 
entsprechen konnte. Indessen erscheint es mir héchst unwahr- 
scheinlich, daB Substanzen von so charakteristischem Verhalten 
wie die Guanidinderivate, vor allem wenn sie in nicht un- 
betrichtlichen Mengen im Eiweifi vorkommen sollten, der 
Forschung entgegen sein sollten. Auch zeigt die Anwendung 
der neuen, von van Slyke ausgearbeiteten Methoden auf die 
Analyse der Proteine, dai dem alten hydrolytischen Verfahren 
wesentliche Bausteine des Eiweibes nicht entgangen zu sein 
scheinen. Dennoch k6énnte das Guanidin, das nach den Er- 
gebnissen von Kutscher und seinen Schiilern aus Nucleinsaure, 
sowie aus dem Argininkomplex der Kiweifkérper bei der Oxy- 
dation mittels Ca-Permanganat entsteht'!) und in 4hnlicher 
Weise vielleicht auch intravital auf oxydativem Wege gebildet 
werden kénnte, zum Kreatin in Beziehung stehen, indem es 
mit dem Essigsiéurerest zum Glykocyamin zusammentritt, oder 
nach vorangehender Methylierung zum Methylguanidin, direkt 
Kreatin bildet. In dieser Hinsicht ist die Auffindung von Methyl- 
guanidin im Fleischextrakt,?) aber auch im frischen Fleisch) 
von Bedeutung, sowie der von Achelis*) und von Kutscher 
und Lohmann®) zuerst erhobene, sowie von Engeland®) 
bestitigte Befund des Vorkommens von Methylguanidin im 
Harn. Da diese Substanz ebensogut auch ein Abbauprodukt 
des Kreatins sein kinnte, liegt auf der Hand; wird doch Kreatin 
bei der Oxydation mittels HgO relativ leicht in Methylguanidin 
umgewandelt (Gulewitsch).*) Bisher ist es auch weder Jaffe 
noch Dorner (lI. c.) gelungen, durch Injektion von Methylguanidin 


1) Kutscher und Seemann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 36, 
S. 3023 (1903). — Kutscher und Zickgraf, Sitzungsber. d. Akad. der 
Wissensch. zu Berlin, Bd. 28. — Kutscher und Schenck, Ber. der 
Deutsch. chem. Ges., Bd. 38, S. 455 (1905). 

*) Kutscher, Zentralbl. f. Physiol., 1905. 

*) Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 414 (1906). 

4) Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 10 (1906). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 81 (1906). 

") Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 49 (1908). 

') Diese Zeitschrift. Bd. 47, S. 472 (1906). 
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eine Vermehrung des Kreatinins im Harn zu erhalten, und 
einige von mir selbst mit Guanidin und Methylguanidin unter- 
nommene Versuche zeigten das gleiche negative Ergebnis. Die 
grobe Giftigkeit der Substanzen und die hierdurch bedingte 
mangelhafte Nahrungsaufnahme der Tiere bringen in die Ver- 
suche eine grofe Unsicherheit. 

Alle diese Versuche, besonders die mit Arginin, bediirfen 
zweifellos noch weiterer Priifung. Besonders verweise ich auf 
die Notwendigkeit, den Gehalt der Muskeln an Kreatin nach 
Injektion von als Vorstufe des Kreatins in Betracht kommenden 
Substanzen systematisch zu untersuchen. Wie ich weiter unten 
zeigen werde, und wie inzwischen in der interessanten Arbeit 
von Myers und Fine (I. c.) bestatigt wurde, ist der Gehalt der 
Muskeln von Kaninchen ein so auffallend konstanter, da jede 
Beeinflussung mit Hilfe der Folinschen Methode aufs exakteste 
zu erkennen sein mub. 

Es gibt nun noch eine Theorie von der Entstehungsweise 
des Kreatins im Organismus, die bisher weder theoretisch er- 
Ortert noch experimentell studiert wurde und die dennoch einer 
naiheren Priifung wert erscheint. Dazu muf man sich allerdings 
frei machen von der Meinung, daB der Guanidinkern des Kreatins 
durchaus von einem praformierten Guanidinkern abstammen 
miisse. Bekanntlich beruht die Synthese des Kreatins, wie sie 
von Volhard ausgefiihrt wurde, auf dem Zusammentritt des 
Methylglykokolls (Sarkosins) mit Cyanamid nach _ folgender 
Gleichung: 

Nil, 
NH,CN -}+- CH,NH-CH,- COOH = C: NH 


‘\N— CH, - COOH 


| 
CH, 


Schon Jaffe bezeichnet es als naheliegend, an eine Ent- 
stehung des Clykocyamins aus Cyanamid und Glykokoll im 
Tierkérper zu denken, eine Idee, deren experimentelle Prifung 
durch die Giftigkeit des Cyanamids vereitelt werde. Nun ist 
es aber gar nicht nétig, an das Cyanamid zu denken, sondern 
man wird dieselbe Reaktion auch mit dem Harnstoff selbst 
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zunichst theoretisch ableiten kénnen, da Harnstoff unter Ab- 
gabe von H,O in Cyanamid tibergehen kann. 


NH, NH, 
C—0 + NH-CH,-COOH = C=NH + H,0 
i \N— CH, - COOH 
H, | 
CH, 


Nimmt man die prinzipielle Méglichkeit einer solchen 
Reaktion als gegeben an, so waren in der Entstehung des Glyko- 
eyamins aus Glykokoll und Harnstoff mit nachtriiglicher Methy- 
lierung oder der direkten Synthese aus Sarkosin und Harnstoft 
Bildungsweisen des Kreatins gegeben. 

Ich habe mich zuniichst bemiiht, fiir die Méglichkeit eines 
vitalen Vorgangs dieser Art Beweise zu erbringen, und zwar 
durch Verfolgung der Kreatininausscheidung nach Verfttterung 
oder Injektion von Glykokoll und Sarkosin, mit und ohne Harn- 
stoffzusatz, bei kreatinfrei ernahrten Hunden und bei Kaninchen, 
sowie durch Versuche tiber den EinfluB dieser Substanzen auf 
den Kreatingehalt der zerriebenen Muskulatur frisch get6teter 
Kaninchen. Die sehr zahlreichen Versuchsreihen ergaben so 
wenig einheitliche Resultate, daB ich von einer Wiedergabe in 
extenso vorliufig absehen mdchte. Es kommt hinzu, daf die 
Methodik dieser meiner iilteren Versuche nach meinen heutigen 
Erfahrungen nicht einwandfrei ist. Ich beabsichtige eine Wieder- 
holung und Fortsetzung dieser Versuche und will die bisherigen 
Resultate kurz dahin zusammenfassen, dafi Glykokoll weder 
im Fiitterungs- oder Injektionsversuch, noch im Versuch mit 
Muskelbrei einen EinfluB auf Kreatinbildung bezw. Kreatinin- 
ausscheidung zeigte. Dagegen fand sich bei den Versuchen 
mit Sarkosin in 50°/o der Versuche eine merkliche Vermehrung. 
Es bleibt abzuwarten, ob sich diese Ergebnisse werden be- 
stiitigen lassen. Wie weiter unten gezeigt wird, habe ich in 
einem Versuch nach Injektion von Sarkosin auch den Kreatin- 
gehalt der Muskulatur untersucht, ohne indessen eine Vermehrung 
feststellen zu kénnen. Von einer weiteren Verfolgung der 
Sarkosinfrage sah ich deshalb vorléufig ab, weil der weitere 
Ausbau der Theorie mich zu einer a priori interessanteren 
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Fragestellung fiihrte, deren experimentelle Priifung sehr bald 
erheblich bessere und stetigere Resultate gab. 

Es liegt naimlich nahe, den oben fiir das Sarkosin ange- 
gebenen Reaktionsverlauf auch auf zwei andere, vom Glykokoll 
sich ableitende Substanzen von physiologischer Bedeutung aus- 
zudehnen, das Cholin und das Betain. Die Reaktion mit dem 
Harnstoff mite ahnlich wie beim Sarkosin verlaufen, nur dab 
statt H,O Methylalkohol abgespalten wird. 

Die Gleichungen lauten: 


r NH 
NH, NH, ei e . 
_— Cn ens 4 2CH,OH — > ona +10 
| | + C=O = C=NH oe a 
Cholin | Ny 
CH, 
und 
NH NH 
COOH y ia 7 a 
| 4C¢=0 = C=naq T ?CH,0H. 
CHER), 0 ‘Nag \N - CH, - COOH 


Betain | 
CH, 

Man erkennt leicht das Interessante einer auf dieser 
Grundlage aufgestellten Arbeitshypothese. Das Cholin ist 
ja als Baustein der Lipoide Bestandteil aller lebenden Zellen 
und seine Oxydierbarkeit zu Betain bekannt. Die Aussicht, die 
Kreatinbildung mit dem Lipoidstoffwechsel in irgend einen Zu- 
sammenhang bringen zu kénnen, hat zweifellos viel Verlockendes. 
Die intermediire Entstehung von Methylalkohol, dessen Oxy- 
dation zu Ameisensiiure im Tierkérper bekannt ist, bietet be- 
sonders im Zusammenhang mit der energetischen Betrachtungs- 
weise der Kreatinbildung interessante Ausblicke. Auch sei 
darauf hingewiesen, daf in den Muskeln der Avertebraten zwar 
kein Kreatin, dagegen hiiufig Betain gefunden worden ist, und 
dasselbe gilt fiir den Dornhai, als einen der niedersten Re- 
prasentanten der Wirbeltierreihe, in dessen Muskeln kaum 
Kreatin und statt dessen Betain vorkommt.!) Der Gedanke 
liegt nahe, daB bei diesen Tieren die Kreatinbildung nicht zu- 


') Suwa, Pfliigers Archiv, Bd. 23, S. 421 (1909). 
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stande kommt, so dafi das oxydierte Cholin, das Betain, als 
solches im Muskel gespeichert wird. 

Betrachten wir den oben skizzierten Vorgang vom Stand- 
punkt des Chemikers, so wird man in erster Linie den Nachweis 
erwarten miissen, daBh Cholin oder Betain ihre Methylgruppen 
leicht abspalten, eventuell unter Bildung von Methylalkohol. 
Schmilzt man Betainchlorid mit iiberschtissigem Harnstoff, so 
sieht man sofort kleine Trépfchen am Rande des Reagenz- 
glases auftreten: gleichzeitig entweichen brennbare (ase. 
Schmilzt man am Riickflubkthler und nimmt nach dem Erkalten 
mit Wasser auf, so gibt die Lésung kraftige Jodoformreaktion. 
Destilliert man die wisserige Loésung der Schmelze am ab- 
steigenden Kiihler, so geben gleich die ersten Anteile des De- 
stillats die Jodoformprobe. Da Harnstoff beim Erhitzen teilweise 
Cyanamid liefert und Betain offensichtlich seine CH,-Gruppen 
zum Teil abgibt, so sind die Bedingungen zu einer Synthese 
nach obiger Gleichung an und fiir sich gegeben. Einige Ver- 
suche, aus der verschieden stark und lange erhitzten Schmelze 
Kreatin oder Kreatinin zu isolieren, sind mir bisher nicht ge- 
lungen. Daf im Organismus eine Abspaltung der Methylgruppen 
des Cholins erfolgen kann, geht aus der interessanten Arbeit 
von v. Hoesslin!) aus Hofmeisters Laboratorium hervor. 
v. Hoesslin fand nach Verfiitterung, besonders aber nach 
subeutaner Injektion von Cholinbromid eine Erhéhung der 
Ameisensiiureausscheidung, die nach subcutaner Zufuhr etwa 
71°/o der Methylgruppen des zugefiihrten Cholins entsprach. 
In der Diskussion seiner Versuchsergebnisse weist v. Hoesslin 
darauf hin, da$8 durch Abspaltung von Methylgruppen die Ver- 
bindung CH,NHCH, 


bu oH 
aus dem Cholin entstehen kénne, die ihrerseits mit einem 
«Guanidinrest » zur Vorstufe des Kreatins zusammentreten konnte. 
Kiner experimentellen Verfolgung dieser Theorie mag damals 
wohl das Fehlen geeigneter Bestimmungsmethoden im Wege 
gestanden haben. Daf auch die CH,-Gruppen des Betains einer 


') Hofmeisters Beitrige, Bd. 8, S. 27 (1906). 
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ihnlichen Abspaltung und Oxydation unterliegen kénnen, ist 
a priori wahrscheinlich. Kin von mir ausgefiihrter orientierender 
Versuch spricht entschieden fiir diese Moéglichkeit (Tabelle 2). 


Tabelle 2. 


Ameisensdiureausscheidung 
nach Injektion von Betainchlorid (mit NaOH neutralisiert). 
Methodik siehe bei Pohl, Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakoi., 
Bd. 31, S. 281 (1893), 


Versuchstier: Kaninchen. g Fitterung Hafer und Heu. 
2 Vortage: 0.0398 g Na-Formiat 
_ (Injektion von 8 g Betainchlorid 
2 Vers istage: 0.0672 » > : . - oo tne 8 * 
2 Versuchstag . neutralisiert, innerhalb 48 Std.) 
2 Nachtage: 0,0552 » > 
2 > 0.0388 » > 


Wie man sieht, ist eine Vermehrung recht deutlich, 
freilich steht sie nicht im Verhaltnis zur Menge des injizierten 
Betains. Da die normalen Schwankungen der Ameisensiiure- 
ausscheidung nicht bekannt sind, bedarf dieser Versuch einer 
weiteren Bestatigung. Sehr bemerkenswert sind die geringen 
Ameisenséurewerte, die mein Versuchstier normalerweise aus- 
scheidet, tiglich ca. 0,019 g Na-Formiat im Vergleich zu den 
hohen Werten von v. Hoesslin: 0,5—1,0 g. Ein zweites, 
gleichzeitig von mir untersuchtes Kaninchen schied bei gleicher 
Fiitterung folgende 48stiindige Mengen aus: 0,014, 0,013 g 
Na-Formiat. Hunde scheiden nach Pohl!) taglich wenige Milli- 
gramm bis 1 cg aus; in einem Kaninchenversuch dieses Autors 
betragt der Wert 0,0082 g. Es liegt sehr nahe, die Verschie- 
denartigkeit der Fiitterung als Erklarung heranzuziehen. Meine 
Versuchstiere erhielten Hafer und wenig Heu. v. Hoesslin 
gab fast ausschlieBlich Griinkohl oder Hafer plus Griinfutter. 
Hafer enthilt kein Betain und wenig Cholin, Riiben und wohl 
auch anderes Griinfutter gréfere Mengen. Die Ameisensiiure- 
ausscheidung in ihrer Abhingigkeit von methylierten Substanzen 
zu studieren, diirfte, auch im Hinblick auf die Fragen des 
Lecithinstoffwechsels, von Interesse sein; Untersuchungen dieser 
Art habe ich begonnen. Endlich habe ich mich noch eines 


') Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 31, S. 281 (1893). 
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andern Mittels bedient, um die leichte Abspaltung von Methyl- 
gruppen aus Cholin und Betain zu erweisen. Bekanntlich hat 
Hofmeister!) gezeigt, dai Natriumtellurit in einer Reihe von 
Organen unter gleichzeitiger Reduktion methyliert wird, wobei 
der iufberst widerwirtige, knoblauchartige Geruch des Tellur- 
methyls auftritt. Hofmeister hat, um die Quelle dieser Methy- 
lierung aufzufinden, eine Reihe methylhaltiger Substanzen im 
Reagenzglase bei Gegenwart eines Reduktionsmittels auf Na- 
triumtellurit einwirken lassen, jedoch ohne positives Resultat. 
Es gelingt nun leicht, nachzuweisen, dai sowohl Cholin wie 
Betain das Tellur zu methylieren vermégen. Erwarmt man 
einige Krystalle Cholinchlorid mit einigen Kérnchen Natrium- 
tellurit und etwas Natriumformiat tiber kleiner Flamme vorsichtig 
bis zum Schmelzen, so tritt sehr schnell der abscheuliche Geruch 
nach Tellurmethyl auf. Auch mit Natriumamalgam erhalt man 
das gleiche Resultat. Dieselbe Reaktion gibt auch Betain, und 
in Kontrollproben mit allen andern Mischungen: Formiat-Tellurit, 
Formiat-Cholin usw. erhalt man negatives Resultat. Nur beim 
Erhitzen von Cholin mit Natriumtellurit tritt der Geruch eben- 
falls auf: wahrscheinlich wirken irgend welche Zersetzungs- 
produkte des Cholin als Reduktionsmittel. Bei Gegenwart von 
wenig Wasser gelingt die Reaktion nicht. Diese Beobachtung 
macht es nicht unwahrscheinlich, daf auch die im Organismus 
oder in den tiberlebenden Organen von Hofmeister entdeckte 
Methylierung des Tellurs durch Methylgruppen des Cholins oder 
anderer, vielleicht in den Lecithinen vorhandener, tertiiérer 
Ammoniumbasen zustande kommt. 

Auf Grund der dargelegten Uberlegungen und Vorversuche 
schien mir eine direkte Priifung von Interesse, ob eine Kreatin- 
bildung unter dem Einflu8 von Cholin oder auch von Betain 
mdéglich ist. Versuche mit Zusatz von Betainchlorid (mit NaOH 
neutralisiert und mit Wasser bis zum Gehalt von 0,9°/o NaCl 
verdiinnt) zu Muskelbrei, die ich schon gleichzeitig mit den 
Sarkosinversuchen anstellte, lieferten ebenfalls ganz wechselnde 
Ergebnisse; in zwei Versuchen merkliche Vermehrung, in drei 
Versuchen kein EinfluB. Ich wandte mich daher dem direkten 


') Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 33, S. 198 (1894). 
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Verfahren zu, das ja schon Jaffe mit Erfolg bei seinen Glyko- 
cyaminversuchen anwandte, indem ich versuchte, durch Injek- 
tion von Cholin oder Betain eine Vermehrung des Kreatingehalts 
der Muskeln zu erzielen. Schon die Versuche am Muskelbrei 
hatten mir die auffiillige Konstanz der Kreatinwerte im nor- 
malen Kaninchenmuskel gezeigt. Bei Untersuchung der frischen 
Muskulatur, wobei die Methodik aufs strengste in allen Einzel- 
heiten die gleiche blieb, wurde die Konstanz der Werte noch 
iiberraschender. Da fiir die Beurteilung der Versuche die 
genaue Kenntnis der Methodik unerlaBlich ist, sei sie im fol- 
genden beschrieben. 

Die Tiere, die bis dahin in der tiblichen Weise mit 
Hafer und Heu gefiittert waren, wurden aus der Carotis ent- 
blutet und sofort enthéutet. Die gesamte Muskulatur wurde 
schnell abpripariert (mit Ausnahme der Bauchmuskeln), unter 
moOglichster Reinigung von Fascien und vor allem von Fett. 
Die gesamte Masse wurde durch die Fleischmaschine geschickt 
und auf eine griindliche Mischung der verschiedenen Muskel- 
anteile besonders geachtet. Von dem Brei wurden 3 Por- 
tionen zu 40 g auf einer guten Tarierwage schnell abgewogen 
und jede Portion sofort in 150 cem siedende 5°/oige NaCl- 
Losung gebracht. Nach Zusatz von etwas Essigsiiure (15 bis 
20 Tropfen 10°/oige Lo6sung) wurde aufgekocht und sodann 
liltriert, die Hauptmenge der Koagula gleich noch einmal mit 
ca. 150—200 ccm Wasser aufgekocht und wieder (filtriert. 
Koagula mitsamt dem Filter wurden dann mit einem Pistill 
gut verrieben und nun nochmals 3—4 mal mit erneuten 
Wassermengen ausgekocht, endlich auch auf dem Filter noch 
mit heifem Wasser ausgewaschen. Will man so lange aus- 
waschen, bis keine Spur NaCl im Waschwasser mehr _ nach- 
weisbar ist, so mufi man eventuell noch ein- oder zweimal Ofter 
auskochen. Notig isi es nicht; ich habe mich in einer Reihe von 
parallel durchgefiihrten Versuchen davon tiberzeugt, dali die nach 
viermaligem Auskochen erhaltenen Kreatinwerte, selbst wenn 
dann das Waschwasser nicht ganz NaCl-frei ist, genau tiberein- 
stimmen mit denen einer zweiten Probe, wo 6-—-7 mal, bis zur 
volligen NaCl-Freiheit, ausgekocht war. (S. z.B. Tab.3, Versuch 17.) 
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Die wasserklaren, ganz schwach gelblich gefirbten Fil- 
trate wurden auf dem Wasserbade eingeengt, dann in Erlen- 
meyer-Kolben iibergefiihrt, auf 100 ccm gebracht und mit 
Yecem 25°/oiger HCl versetzt. Die hierbei regelmabig auf- 
tretende geringe Flockung blieb unberiicksichtigt. Die salz- 
sauren LOsungen wurden 3 Stunden auf dem siedenden Wasser- 
bade erhitzt, wobei die Farbung um eine Spur nachdunkelte, 
und nach dem Erkalten im Mebgefaé6 auf 150 ccm aufgefiillt. 
Je 4 ccm dienten zur Bestimmung nach Folin. 

Ich verwandte das Kolorimeter von Autenrieth und 
Kénigsberger, das sich auBerordentlich bequem handhabt 
und sehr gute Ablesungen gestattet. Der Ablesungsfehler be- 
trigt hdchstens 1 Teilstrich, entsprechend 0,2 mg Kreatinin. 
Kinige tausend Bestimmungen mit diesem Apparat haben mir 
seine gute Verwendbarkeit bewiesen. DaS auch hier Ubung 
im Ablesen erforderlich ist, bedarf kaum der Erwiihnung. 
Die Eichung des Chromatkeils habe ich selbst mit Hilfe reinen 
Kreatins vorgenommen, das ich in genau der gleichen Weise 
wie bei den Muskelversuchen in Kreatinin itiberfiihrte. Die 
Ablesung geschah stets an derselben Stelle des Laboratoriums 
bei zerstreutem, hellem Tageslicht; Sonnenlicht stért die Ab- 
lesung vollstandig. Durch Kontrolle der Ablesungen durch 
andere, auch durch Ablesungen an Proben, deren Herkunft 
mir erst nach der Ablesung bekannt wurde, suchte ich die 
Objektivitét der Ablesungen zu sichern. Es ist wichtig, dab 
alle LOsungen, auch das zum Verdiinnen benutzte Wasser, 
gleiche Temperatur haben. In meinen Versuchen betrug die 
Temperatur der Lésungen 18—20°. 

Ks sei nun besonders darauf hingewiesen, dai fiir 
feinere vergleichende Bestimmungen die peinlich genaue Ein- 
haltung gleicher Arbeitsweise, bis zu den Einzelheiten, un- 
bedingt erforderlich ist. Vor allem muf man stets die gleiche 
Verdiinnung des Muskelextrakts und stets den gleichen ali- 
quoten Teil zur kolorimetrischen Bestimmung wihlen. Selbst 
bei sorgfaltigster Herstellung der Eichungskurve findet man 
sehr haufig, daf die bei Anwendung von z. B. 4 ccm einer 
Muskelkreatinldsung gefundene Menge mit der bei Anwendung 
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von 8 ecm derselben Losung aus der Eichungskurve be- 
rechneten nicht genau tibereinstimmt. Die Fehler kénnen mit- 
unter grof genug sein, um bei der nachher notigen Multipli- 
kation falsche Versuchsergebnisse herbeizufiihren. Beim Harn 
ist der Fehler oft besonders grof$. Man hat den Eindruck, dai 
irgendwelche im Muskelextrakt, besonders im Harn, anwesende 
Substanzen (Farbstoffe des Harns?) die an und fiir sich gute 
Proportionalitat zwischen Kreatininmenge und Fiirbungsinten- 
sitiit beeinflussen. Meine Versuche zeigen, dal} dieser Fehler 
durch Einhalten der obigen Bedingungen ganz zu vermeiden ist. 


Der Gehalt normaler Kaninchenmuskeln an Kreatin. 


Die mehrfach zitierte Arbeit von Myers und Fine 
gibt eine Ubersicht iiber die von friiheren Untersuchern ge- 
fundenen Werte. Sie zeigen annihernde Ubereinstimmung, 
weisen aber immerhin noch Unterschiede auf, die nach 
meiner Anschauung lediglich auf der verschiedenen Bestim- 
mungsweise der einzelnen Autoren beruhen. Uberblickt man 
dagegen die Untersuchungsresultate von Myers und Fine und 
schaltet die vier niedrigen Werte aus, die diese Autoren selbst 
beanstanden, so finden wir in 12 von 17 Fiillen genau den 
gleichen Wert 0,522°/o und zwar fast alle tibereinstimmend 
bis auf die 3. Dezimale; die 5 tibrigen Werte lauten: 0,540, 
0,534, 0,494, 0,517, 0,516 °/e. Demgegeniiber stelle ich folgende 
Versuchsreihe an ausgewachsenen Kaninchen verschiedenen 
Gewichts (siehe Tabelle 3). 

Man sieht also: Vollstindige Ubereinstimmung mit den 
EKrgebnissen von Myers und Fine und auffilligste Konstanz 
der Werte. 


Versuche mit Injektion von Cholin. 


Ich bediente mich einer von Kahlbaum_ bezogenen 
25°/oigen Cholinlésung, die zum Zweck der Injektion mit HCI 
neutralisiert wurde. Kaninchen vertragen im allgemeinen Dosen 
von 0,5 g Cholin und 1,0 g pro Tag. Man ist aber immer der 
Gefahr ausgesetzt, auch einmal bei niedrigeren Dosen schwere 
Vergiftungen zu erhalten. Besonders hiiufig passiert es, dal 
Tiere, die am ersten Tage 2 * 0,5 g scheinbar anstandslos 
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Tabelle 3. 
































Ver- Gewicht Ablesungen ‘Kreatinin Kreatinin re 
ae he ;' am Kolori- K aus’ K a sy 100 
. 7 — meter fiir | . reatin — | 8 ‘Bemerkungen 
num- Kaninchens ; | in 40 g | in 100 g | Muskel 
anincnens jedeMuskel-- Muskel | Muskel | * 
mer g | portion | g g | g 
_. |. 48 | Pas 
1 = 1670 i 0.182 0,455 0,528 
2. 47 (Mittel) | 
1. 48 | | 
| | 
5 1560 =. 2. 48 | 0,180 0,450 | 0,521 
3. 48 | | 
1. 48 | | ‘Erhielt 24g Agfa- 
| _ Lecithin 
7 1480 = |2. 48 0,180 | 0,450 | 0,521 [in Dosen zu 1 g 
| | innerhalb 
3 48 | | \6Tagen subcutan 
7 1. 48 ] | Erhielt <—rne 
a | 7 . | & g Sarkosi 
& 2045 | , | 0,180 | 0,450 | 0,521 ig es oe 
; _ = | | |___ innerhalb 48 Std. 
1. 48 | 0180 | 0,450 | 0,521 
14 2120 | | Died Ramone 
2. 46 ? 1) (0,188) | (0,470) | (0,545) | 
1. 48 
2. 48 
17 2190 ~ 0,180 0,450 0,521 
3. 48) 7mal | 
ro ( ausge- 
4. 48) kocht | 





vertrugen und iiber Nacht mit bestem Appetit fraBen, nach 
der Injektion desselben oder gar einer geringeren Dosis am 
niichsten Morgen innerhalb 15—20 Minuten unter den Er- 
scheinungen der Erstickung mit kurzen kaum 2 Minuten 
dauernden Krampfen eingingen. Da ich einerseits naturgemas 
die Dosis des Cholins nicht zu klein wihlen wollte, anderseits 
jede Art von Kriimpfen aus leicht ersichtlichen Griinden zu 
vermeiden hatte, so waren die Versuche ziemlich miihsam und 
wurden oft durch pl6étzlichen Tod der Tiere vereitelt. In den 
giinstigen Fallen zeigten die Tiere aufer sofort nach der In- 
iektion einsetzendem Speichelflu8 und einer etwa 2 Stunden 
dauernden Gedriicktheit und Frefunlust keinerlei Symptome, 
insbesondere keine sichtbare motorische Unruhe. 


‘) Ablesung zweifelhaft. 
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Man ersieht aus den Versuchsprotokollen (s. Tab. 4), dab 
unter dem EinfluB des Cholins eine Vermehrung des Kreatingehalts 
der Muskeln in einigen Versuchen zutage tritt. Gegeniiber der 
Konstanz der Ergebnisse bei normalen Kaninchen sind die Aus- 
schliige sehr bemerkenswert. Mangelhafte Ernaéhrung lagin keinem 
Versuch vor. Man konnte allerdings einwenden — und dieser 
Einwand gilt fiir alle derartigen Versuche —, daf die Jaffesche 
Reaktion vielleicht auch mit andern etwa aus dem Cholin ent- 
stehenden Substanzen eintritt. Cholin selbst gibt die Reaktion 
nicht. Gegen jenen Einwand spricht das Ergebnis eines Ver- 
suchs, wo ich auch das sogenannte priiformierte Kreatinin be- 
stimmte, d. h. diejenige Kreatininmenge, die man erhilt, wenn 
man das Muskelextrakt mit BaCO, eindampft und dann nach 
Aufnehmen mit Wasser das Kreatinin nach Folin bestimmt. 
Dann miibte, wenn es sich nicht um eine Kreatinvermehrung. 
sondern um die Bildung anderer Substanzen handelte, die ge- 
samte Vermehrung in dieser Fraktion erscheinen. 


Tabelle 5. 











Versuchs- Iniekti Priformiertes Kreatinin Gesamtkreatinin 
njektion 
Nr. in °/o in %o 
1 — 0,094 | 0,455 
950 
2 no 5 Coane 0,075 0,520 


innerhalb 48 Stunden 


Wie Tabelle 5 zeigt, ist in dem Cholinversuch Nr. 2 keine 
Spur einer Vermehrung des «préformierten Kreatinins» gegentiber 
dem normalen Werte vorhanden. Erst nach dem Erhitzen mit 
HC] tritt der Unterschied gegeniiber der Kontrollprobe ein. 

Kin weiterer Einwand betrifft die Frage, ob nicht etwa 
durch das Cholin eine TonuserhOhung der Muskulatur oder eine 
andere toxische Wirkung auf den Stoffwechsel des Muskels 
ausgeiibt wird. Dieser Einwand lat sich nur durch Variation 
der Versuchsbedingungen, Versuche am durchbluteten tber- 
lebenden Muskel, wenn nicht ganz, so doch teilweise aus der 
Welt schaffen. Die Fortsetzung meiner Arbeiten wird haupt- 
siichlich solche Versuche beriicksichtigen. 
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Die beste Erwiderung auf jenen Einwand bieten indessen 
die Versuche mit Betain. Betain ist bekanntlich eine vollig 
unschiidliche Substanz. Diejenigen Autoren, die, wie Kohl- 
rausch,!) toxische Wirkungen des Betainchlorids beschrieben 
und diese auf das Betain zuriickfiihrten, haben offensicht- 
lich tibersehen, dafi Betainchlorid in wiisseriger Losung reich- 
lich freie Salzséure abspaltet, sodafi sie in ihren Versuchen 
einfach eine Wirkung freier HCl erhielten. Neutralisiert 
man Betainhydrochlorid mit NaOH, so kann man mehrere 
Gramm der Substanz taglich injizieren, ohne die geringste 
Einwirkung zu beobachten. Nur einmal, als ich 2 g mit 
Ammoniak statt mit NaOH neutralisierten Betainchlorids 
einem Kaninchen injizierte, bekam das Tier einen schweren 
Kollaps. Mehr als eine Stunde lag es mit starker Atemnot und 
rhythmisch wiederkehrenden krampfhaften Zwerchfellkontrak- 
tionen im Kiafig; gleichzeitig trat Speichelflu8 auf. Zur Be- 
urteilung dieser Symptome muf daran erinnert werden, dali 
das Tier mit den 2 g Betainhydrochlorid 0,35 g NH,C1 injiziert 
bekam, das bekanntlich eine toxische Wirkung ausiibt und eben- 
falls auf das Atemzentrum wirkt. Abgesehen von diesem einen 
Fall, der in der folgenden Tabelle nicht angefiihrt ist, war nie 
auch nur die geringste Wirkung des neutralisierten Betain- 
chlorids zu merken. Die Tiere gediehen gut, frafien und nahmen 
wiihrend des Versuchs an Gewicht zu (siehe Tabelle 6). 

Wie die Tabelle zeigt, sind alle Betainversuche positiv 
verlaufen. Die Vermehrung ist allerdings nicht grobh und steht 
nicht im Verhiltnis zu der injizierten Menge des Salzes. 

Zum Schluf seien noch zwei Versuche angefiihrt; der 
eine mit Sarkosin, der andere mit Lecithin-Agfa. Letzterer Ver- 
such sollte eventuell Anhalt fiir die Annahme einer Bildung von 
Kreatin aus dem Cholin des Lecithins geben. Da das Agfa- 
Lecithin kein natives und vor allem kein Kaninchenlecithin ist 
und da wahrscheinlich auch fiir die Verwertung der Lipoide es 
durchaus nicht gleichgiiltig ist, ob diese Substanzen korper- 
eigen sind oder nicht, vor allem ob sie ihre natiirliche Zu- 
sammensetzung und Zersetzlichkeit noch besitzen oder schon 


‘) Centralbl. f. Physiol., Bd. 23, S. 143 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI 52 




















Tabelle 6. 










































































me innerhalb 31 Stunden 4. 40 


| ii rary gE 
._ | Gewicht Ablesungen | Kreatinin Kreatinin Kreatin Absolute Zunahme 
ail |  Injektions am _— wer Prozentische 
ne.) 28 een a Kolorimeter | Kteatin | Kreatin | in 100 g | (Muskulatur = 30°/o 
suchs-| ; in, 40 in 100 ’ +s 
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Nr. | jede Prob 
| og | pe wane g g g g 
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9.5 g Betainchlorid, | 1. 45 | 
. ‘ie neutralisiert, ‘ - . ) AGE ” | ‘ 
x 15 2210 in Dosen zu 2. 2.5 und 1 g 2. 45 0.195 0.488 U.d66 -- oi + 0,3 
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verandert sind, so erwartete ich von diesem Versuch von vorn- 
herein nicht viel. Das Kaninchen erhielt innerhalb 6 Tagen 
24g Lecithin mit einem Cholingehalt von ca. 2,4 g. 

Das Ergebnis ist denn auch ein negatives und der Kreatin- 
gehalt normal. Auch die Injektion von Sarkosin in Mengen von 
insgesamt 5 g fiihrte in diesem einen Versuch nicht zur Ver- 
mehrung des Muskelkreatins (s. Tabelle 2, Versuche 7 und 8). 


Kreatininausscheidung nach Injektion von Betain. 


Zur Frage der Kreatininausscheidung nach subcutaner 
Zufuhr von Betain verfiige ich vorlaufig nur uber einen Ver- 
such. Zur Technik vergleichender Kreatininbestimmungen tm 
Kaninchenharn sei folgendes bemerkt: 1. Angesichts der un- 
regelmaBigen Harnausscheidung sind beim Kaninchen 48 stiindige 
Versuchsperioden den 24stiindigen vorzuziehen. Eine Gefahr, 
dafi der am ersten Tage gelassene Urin am Folgetage schon 
Zersetzung des Kreatinins zeigt, ist, wie ich in mehreren Ver- 
suchen besonders feststellte, nicht zu befiirchten. Dennoch tut 
man gut, die Harnportionen des ersten Tages in der Kalte auf- 
zubewahren. 

2. Es ist unbedingt noétig, den Harn stets auf das gleiche 
Mab zu verdiinnen. Am besten wahlt man die Verdiinnung 
ziemlich grof, um nicht durch bei Kaninchen haufiger auf- 
tretende plotzliche Diuresen mitten in einer Versuchsreihe auf 
eine andere Verdiinnung tibergehen zu miissen. Bei Ernahrung 
mit Hafer und Heu wahlte ich die Verdiinnung auf 400 ccm, 
wovon je 10 ccm zur kolorimetrischen Bestimmung dienten. 
Die Anordnung hat den Vorteil, dafi die abgelesenen Zahlen 
der Skala direkt miteinander vergleichbar sind. Sie ist not- 
mendig, weil, wie oben schon erwahnt, die Ablesungen bei 
verschiedenen konzentrierten Harnen nicht unmittelbar vergleich- 
barsind. Dagegen bekommt man genau iibereinstimmende Werte, 
wenn man die doppelte Verdiinnung herstellt und nunmehr auch 
die doppelte Anzahl Kubikzentimeter zur Bestimmung wihlt. 

Weiter muf man sich dariiber klar sein, in welcher Weise 
eine etwa vermehrte Kreatinbildung im Muskel in der Kreatinin- 


ausscheidung zum Ausdruck kommen kann. Auf Grund zahl- 
32* 
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reicher Untersuchungen diirfen wir annehmen, daf neu ge- 
bildetes Kreatin ganz oder zum gr6dften Teil am Ort seiner 
Bildung, also im Muskel, gespeichert werden kann. Da nun 
das Muskelkreatin normalerweise als Kreatinin ausgeschieden 
wird, so wird voraussichtlich auch jenes Mehr als Kreatinin 
erscheinen miissen, wenn nicht etwa so viel Kreatin neu ge- 
bildet wird, daB der Organismus seine Umwandlung in Kreatinin 
nicht mehr bewiltigen kann, sodaf Kreatin als solches im Harn 
erscheint. Eine weitere Konsequenz der Annahme einer Kreatin- 
speicherung des Muskels ist dann die Forderung, daf die Aus- 
scheidung des iiber das normale MaB hinaus gebildeten Kreatins 
eine allmahliche ist. Ohne diese Annahme ware die Tatsache 
einer Speicherung unverstindlich. Ein Kaninchen von 2000 g Ge- 
wicht enthalt mindestens 30°/o seines Gewichts an Muskelsubstanz. 
Da der Prozentgehalt der Muskulatur an Kreatin 0,521 g be- 
triigt, so ist der Gesamtkreatingehalt des K6rpers auf mindestens 
3,1 g Kreatin zu schétzen. Hiervon werden taglich etwa 0,12 g 
(entsprechend 0,1 g Kreatinin) ausgeschieden, also knapp 4°». 
Nimmt man an, dai unter irgendwelchen experimentellen Be- 
dingungen, z. B. nach Injektion von Betain, der Gesamtvorra! 
an Kreatin von 3,1 auf 3,4 g gestiegen ist und macht man die 
weitere Annahme, dafi die prozentuale Menge des hiervon als 
Kreatinin ausgeschiedenen durch diesen geringen Zuwachs nicht 
beeinflubt wird, so sollte man nach dem Eintritt der angegebenen 
Vermehrung des Muskelkreatins am Folgetage eine Mehraus- 
scheidung von 0,01 g Kreatinin erwarten, die dann mit der allmah- 
lichen Erschépfung des Kreatiniiberschusses im Muskel an den 
nichsten Tagen langsam herabgehen wiirde. Wahrscheinlich wird 
der Ausgleich doch ein wenig schneller verlaufen. Immerhin haben 
wir gar kein Recht, eine sofortige Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung in der Héhe des Gesamtbetrages des neu ge- 
bildeten Kreatins zu erwarten. Man hat friiher offensichtlich 
diese Erwiigung nicht in Betracht gezogen, wie ein Uberblick 
iilterer Arbeiten leicht erkennen laBt. Manche scheinbar negativ 
verlaufenen Versuche iiber die Beeinflussung der Kreatinin- 
ausscheidung nach Arbeit gewinnen ein ganz anderes Gesicht. 
wenn die Ausscheidung mehrerer Tage beachtet wird. Man 
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erinnere sich an die Kritik, die Gregor an Voits und Hoff- 
manns Zahlen in diesem Sinne geiibt hat. In Jaffes Ver- 
suchen tritt die langdauernde Ausscheidung von im Muskel 
abgelagertem Kreatiniiberschu8 besonders deutlich hervor. In 
mehreren seiner Versuche tritt noch in der zweiten viertégigen 
Periode eine starke Vermehrung des Harnkreatinins zutage. 
Ebenso finden wir in den Arbeiten der hollandischen Schule 
<tets eine Beriicksichtigung des Faktors und in vielen threr 
Versuche den Beweis der Richtigkeit der Annahme. Betrachten 
wir von diesem Standpunkte aus den in Tabelle 7 niedergelegten 
Versuch tiber die Kreatininausscheidung nach der Injektion von 
Betain, so sehen wir folgendes: Nach der Betaininjektion steigt 
die Kreatininausscheidung merklich, wenn auch nicht erheblich, 
an: 10 Tage lang halt sie sich annihernd auf gleicher Hohe, 
faillt am 11. und 12. Tage ab und ist vom 13. Tage ab wieder 
normal. Das Tier nahm an Gewicht zu. Das Mittel der Aus- 
scheidungen an 3 X 2 Vor- und 3 X 2 Nachtagen betriigt 0,17 g 
in 48 Stunden. An den 5X 2 Tagen, die der Betaininjektion 
folgen, betragt die Gesamtausscheidung 0,96 g Kreatinin. Die 
Vermehrung gegeniiber der Durchschnittsausscheidung imgleichen 
Zeitraum betriigt 0,11 g Kreatinin = 0,13 g Kreatin. Das ent- 
spricht der Gréfenordnung nach der geringsten von mir beob- 
achteten Kreatinvermehrung im Muskel nach Betaininjektion. 
Nach der Injektion der NaCl- bezw. NH,Cl-reichen Betain- 
losungen trat merkliche Diurese ein. Daf diese allein die Ver- 
mehrung des Kreatinins nicht bedingt, geht aus einer grofen 
Anzahl von Beobachtungen hervor, die ich machte, und von 
denen hier nur zwei angefiihrt seien. 


I. Kaninchen, 3000 g. 
17.11]. 105 cem Urin, préformiertes Kreatinin 0,208 g. 
19.11. 225 » > > , 0,182 g. 
Also sogar eine Abnahme des Kreatininwertes, trotz 
Diurese, 


I]. Kaninchen, 2300 g. 


19.1V. 70 ccm Urin (Hafer-Heufiitterung), priformiertes 
Kreatinin 0,158 g. 

















Tabelle 7. 
























































a Ini Zur Be- | thor. | | ri 
Urinmenge — daene Ablesung Prafor weragend Gene. | Gewicht 
ites von je di —_ "| miertes jnach dem, heetien des Bemerkungen 
2x24Stunden| CUNMUNE | gewandt | Kolori- | Kreatinin | Erhitzen | realm? | Kaninchens 
ccm ccm ccm meter in g mit HCl in g ing | 
| | | 
, nicht | . | . | oo | - . | Futter dauernd: 
24. i 201 5 | 64 | 0065 | oF 0165 , 2290 | 
- | j | } | 
a { j 
: 26. . 201 5 | 54 | 0165 | 54 0165 | 2450 | 
“4 iia | | | | | Vom 27. — 30. _~ das 
= 28. — WO | 10 | 45 0208 | 44 | 0212 | 2340 | Tier insgesamt 15 g 
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= 30, 370 500 | 125 | 2 5 0,178 | 51 | 0,178 | 2270 _|Siertmit NaOH, zum Teil 
© | | 2. dt | | | mit NH, 
| 4.8 1 A748 | | | 
1. IV. 190 5 | 10) || EO] ose =| E4748) goo | 237 
| 2.50 | | 2.47 | | 
3 155 400 | 10 47 0198 | 47 | 0198 | 2440 | 
| 
5 145 400 | 10 | 48 0192 ;| — | — | 2560 | 
| | 
7 145 MO | 10 | 52 0,174 52 | (0,174 | 2580 | 
| | | | 
9 90 400 | 10 | 54 | 0164 | 53 | 0168 | 2645 
! | j | | | 
OL 8 | 20 | 5 | 56 0,164 | 54 | 064 | 2715 
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21.1V. 560 ccm Urin (Fiitterung mit 600 ccm Milch), 
priformiertes Kreatinin 0,158 g. 

Trotz auferst stark vermehrter Durchspiilung des Korpers 
bleibt die Kreatininausscheidung konstant. Weitere Versuche 
iiber die Beeinflussung der Kreatininausscheidung durch Betain- 
oder Cholininjektion sind im Gang. Auch der Einflu8 injizierter 
NaCl- und NH,Cl-Lésungen bedarf kontrollierender Untersuchung. 

Meine bisherigen Untersuchungen beanspruchen keines- 
wegs den Wert eines Beweises fiir die Méglichkeit einer Kreatin- 
bildung aus Cholin bezw. Betain. Sie ermuntern indessen dazu, 
die Untersuchungen nach dieser Richtung fortzusetzen. Dabei 
werde ich die Argininfrage nicht vernachlissigen und be- 
sondere Versuche tber die Beeinflussung des Muskelkreatins 
wie des Harnkreatinins durch Arginininjektion auf Grund der 
nunmehr zu klareren Resultaten fiihrenden Versuchsanord- 


nung anstellen. 








Spaltung von dl-Aminocapronsdure (— Norleucin) 
in die optisch-aktiven Komponenten mittels der Formylverbindung. 
Polypeptide, an deren Aufbau Aminocapronsaure beteiligt ist. 
Von 
Emil Abderhalden, ©. Froehlich und Dionys Fuchs. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Juni 1913.) 





Der Befund einer dem Leucin isomeren Verbindung?) 
unter den Spaltprodukten von Eiweifstoffen, die am Aufbau 
des Nervengewebes beteiligt sind, hat uns veranlabt, die auBer 
der a-Aminoisobutylessigséure und der B-Methyl-£- 
iithyl-a-aminopropionséure noch méglichen Aminosiuren 
der allgemeinen Formel C,H,,NO, darzustellen und vor allem 
ihre Eigenschaften zu studieren. Wie der eine von uns (A.)!) 
mit Weil nachgewiesen hat, kommt der neuen Leucinart 
hdéchst wahrscheinlich die Struktur einer a-Aminocapron- 
siure zu. Diese Verbindung ist bereits von Emil Fischer?) 
eingehend studiert worden. Er hat die synthetisch gewonnene 
dl-Verbindung mittels der Benzoylverbindung und deren Brucin- 
salz in die optisch-aktiven Komponenten zerlegt. 

Wir haben zur Trennung der dl-a-Aminocapronsaure in 
ihre beiden optisch aktiven Komponenten einen anderen, von 
Emil Fischer*) angegebenen und von ihm wiederholt be- 
niitzten Weg eingeschlagen. Wir bereiteten die Formylver- 
bindung der dl-a-Aminocapronséure und trennten dann die 


') Emil Abderhaldenu. Arthur Weil, Diese Zeitschrift, Bd. 83, 
S. 425 (1913). 

*) Emil Fischer, Berichte der Deutschen chem. Gesellsch., Bd. 33, 
S. 2370 (1900). — Emil Fischer und Rudolf Hagenbach, Ebenda, 
Bd. 34, S. 3764 (1901). 

‘) Emil Fischer und Otto Warburg, Berichte der Deutschen 
chem. Gesellsch., Bd. 38, S. 3997 (1905). 
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beiden optisch-aktiven Komponenten durch Darstellung des 
Brucinsalzes in der bekannten Weise. 

Wir haben die Darstellung der optisch-aktiven a-Amino- 
capronsdéuren vorgenommen, weil uns das Studium der Eigen- 
schaften von Polypeptiden, an deren Aufbau diese Amino- 
siure beteiligt ist, aus verschiedenen Griinden erwiinscht er- 
schien. Einmal wird zu entscheiden sein, welche Polypeptide 
von bestimmten Fermenten zerlegt und welche nicht ange- 
griffen werden. Auf diesem Wege wird man_ entscheiden 
kénnen, welche von den beiden optisch-aktiven Formen der 
a-Aminocapronséiure in der Natur vorkommt. Das bei der 
Hydrolyse von Nervengewebe aufgefundene Produkt dreht nach 
rechts. Es ist somit zu erwarten, daf jene Polypeptide, an 
deren Aufbau d-a-Aminocapronsaéure teilnimmt, dem fermen- 
tativen Abbau unterliegen, wahrend solche Verbindungen, die 
unter den Bausteinen die |-Form der genannten Verbindung 
aufweisen, unabgebaut bleiben. 

Die a-Aminocapronsaure ist, um zur Bildung der Namen 
fiir Polypeptide ein kurzes Wort zur Verfiigung zu haben, als 
Caprin bezeichnet worden. Dieser Name ist jedoch mehr- 
deutig. Man wiirde ein Fett, an dessen Aufbau Caprinsiure 
beteiligt ist, auch Caprin nennen. Es sei deshalb der Name 
Caprin durch Norleuein ersetzt. Norleucin soll zum Ausdruck 
bringen, daf ein Leucin vorliegt, das die Struktur der nor- 
malen, in a-Stellung substituierten Capronséure besitzt. 

Wir haben die folgenden Polypeptide gewonnen: Gly- 
eyl-d-norleucin, Glycyl-l-norleucin, Glycyl-dl-nor- 
leucin, dl-Leucyl-glycyl-dl-norleucin. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von dl-a-Aminocapronsiure. 
CH, - CH, - CH, - CH, - CH - COOH. 
NH, 
200 g kaufliche Garungscapronséure wurden der fraktio- 


nierten Destillation unterworfen und der zwischen 195—205° 
ubergehende Teil aufgefangen. 188 g des Destillates erwarmten 
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wir eine Stunde lang mit 26,3 g rotem Phosphor in einem 
Rundkolben am Wasserbade bei 50°. Dann wurden 661,7 g 
Krom tropfenweise zugegeben. Das Reaktionsprodukt  er- 
wirmten wir nach Beendigung dieser Operation noch eine 
Stunde lang im kochenden Wasserbade. Die Lésung wurde 
nunmehr unter kraftigem Turbinieren in 1000 ccm _heifen 
Wassers eingegossen und das abgeschiedene Ol mit Ather 
ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen des Athers wurde er ab- 
destilliert und der Riickstand der fraktionierten Destillation 
unterworfen. Bei 17 mm Druck destillierte die a-Bromcapron- 
siure zwischen 128— 136° tiber. 

195 ccm a-Bromcapronsaéure wurden mit der fiinffachen 
Menge 25°/oigen Ammoniaks versetzt und in den Brutschrank 
gestellt. Am nachsten Tage war die ganze Masse bereits 
krystallinisch erstarrt. Es wurde abgenutscht. Ausbeute 142,5 g. 
Die Mutterlauge wurde eingedampft, mit Ammoniak versetzt 
und wieder in den Brutschrank gestellt. Nach 2tagigem Stehen 
erfolgte. nach Einengen der Fliissigkeit, wieder eine Krystalli- 
sation, welche durch Zugabe von Alkohol sich vervollstandigte. 
Es liefen sich weitere 20,5 g a-Aminocapronsiéiure gewinnen. 
Nach einmaliger Umkrystallisation aus heifem Wasser war 
das Praéparat rein und zeigte, im geschlossenen Kapillarrohr 
erhitzt, den richtigen Schmelzpunkt gegen 297—300°. 

0,1356 g Substanz gaben 0,2761 g CO, und 0,1226 g H,0. 

Berechnet fiir C,N,,NO,: 54,90°/o C, 9,97°/o H. 

Gefunden: 55,53°/o C, 10,12°/o H. 

Amino-N nach van Slyke: Ber.: 10,68°/o, gef.: 11,12°/o. 


Darstellung der Formyl-d,l-a-aminocapronsaure. 


159 g d, l-a-Aminocapronséure wurden mit der 11/2 fachen 
Menge wasserfreier kiiuflicher Ameisensiure 3 Stunden lang 
auf dem Wasserbade erhitzt. Nun wurde das Loésungsmittel 
unter vermindertem Druck mdglichst vollstindig verdampft, der 
Riickstand wieder in Ameisensdéure aufgenommen, 3 Stunden 
auf 100° erhitzt. dann eingedampft und diese Operation noch 


') Hiifner, Journal f. prakt. Chemie, II. Folge, Bd. 1, S. 6 (1870). 
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einmal wiederholt. Der feste Riickstand, der durch Absprengen 
des Kolbens gewonnen werden konnte, wurde zerkleinert, 
dann im Vakuumexsikkator tiber Kalihydrat von noch an- 
haftender Ameisensiiure befreit und schlieBlich fein pulverisiert. 
Nun wurde, um die unveriinderte Capronsiiure zu entfernen, 
in kleinen Portionen mit der 11/2fachen Menge eiskalter 
n-Salzsaure rasch zerrieben, scharf abgenutscht, und mit wenig 
eiskaltem Wasser bis zur Chlorfreiheit gewaschen. Das Roh- 
produkt wurde unter Anwendung von Tierkohle aus miglichst 
wenig Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 90 g. 

Die Formy]-d-l-a-aminocapronsdure krystallisiert in glin- 
zenden Nadeln. Beim Erhitzen im offenen Kapillarrohr erweicht 
die Substanz bei 110—111° und schmilzt bei 114° (unkorr.). 

0,2178 g Substanz verbrauchten bei der N-Bestimmung 
nach Kjeldahl 13,39 cem "/10-n-Schwefelsdure. 

Gefunden: N — 8,62°/o. Berechnet: 8,80°/o. 


Spaltung der Formyl-dl-a-aminocapronsdure 
mit Brucin. 


50 g Formyl-dl-a-aminocapronséiure wurden in 2 Liter 
absoluten Alkohols eingetragen und am Wasserbade erwiarmt. 
Ein Teil der Substanz ging nicht in Lésung. Von diesem wurde 
abfitriert. Es stellte sich bei der Priifung heraus, dali der 
ungeldste Riickstand, der etwa 4,8 g wog, reine a-Aminocapron- 
sdure war. Die Formylgruppe war also teilweise abgespalten 
worden. 

112,5 g wasserfreies Brucin wurden in 1600 cem abso- 
luten Alkohols unter Erwarmen gelést. Diese Lésung gaben 
wir zu der alkoholischen Lésung der Formyl-dl-a-amino- 
capronsdure. Nach 12 stiindigem Stehen in der Kiilte- begann 
die Abscheidung von Brucinsalz. Sie nahm nach energischem 
Reiben ploétzlich stark zu. Nach weiteren 12 Stunden wurde 
die Krystallmasse scharf abgesaugt und mit kaltem absolutem 
Alkohol gewaschen. Die Krystallmasse wog ca. 95g. Sie bestand 
aus dem Brucinsalz der Formy|-d-a-aminocapronsiaure. 

Die Substanz wurde in 530 ccm Wasser gelést, auf 0° 
abgekiihlt und mit 158 ccm n-Natronlauge versetzt. Es _ fiel 
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das Brucin aus. Nach einer Viertelstunde wurde abgesaugt und 
der Riickstand mit wenig kaltem Wasser gewaschen. Die letzten 
Reste von Brucin wurden durch Ausschiitteln mit Chloroform 
vollstandig entfernt. Nun wurden 20 ccm 5 fach Normalsalzsaure 
zugegeben. Dann engten wir die Lésung unter vermindertem 
Druck ein, Ubersditigten mit weiteren 14 ccm 5fach n-Salz- 
siure und stellten das Gemisch in Eiswasser. Nach einer 
halben Stunde wurde die Krystallmasse abgenutscht und mit 
eiskaltem Wasser chlorfrei gewaschen. Ausbeute ca. 15 g.') 

Die alkoholische Mutterlauge, welche das Brucinsalz der 
Formyl-l-a-aminocapronsdaure enthielt, wurde unter ver- 
mindertem Druck eingedampft, der Riickstand in Wasser aufge- 
nommen und weiter so behandelt, wie die d-Verbindung. Aus- 
beute ca. 15 g. 

Beide optisch-aktiven Formylkérper wurden aus wenig 
heijem Wasser umkrystallisiert, abgesaugt, und mit wenig 
kaltem Wasser gewaschen. Um die Abspaltung der Formy]l- 
gruppe moglichst zu beseitigen, wurden die Substanzen in einem 
Exsikkator tiber Schwefelsaure getrocknet, welches in einem 
Gefif wasserfreie Ameisensaéure enthielt. 

Die beiden optisch-aktiven Antipoden haben bis auf die 
Drehung vollig tibereinstimmende Eigenschaften. Sie krystalli- 
sieren in feinen seidengliinzenden, kiirzeren oder langeren 
Nadeln, welche zu biischelférmigen Gruppen angeordnet sind. 
Sie lésen sich sehr leicht in Wasser, in Athyl- und Methyl- 
alkohol und in Ather. 

Beim Erhitzen im offenen Kapillarrohr erweichen beide bei 
111°. Bei 114° findet ein richtiges Schmelzen statt. 

Bei der optischen Untersuchung wurden folgende Werte 


erhalten: 
|. 0.3769 g Substanz in 9,7547 g wasseriger Losung drehen 


im 2 dm-Rohr — 0,90, [a], = — 15,85. 
I]. 0,2121 g Substanz in 10,0124 g wasseriger Loésung 
drehen im 1 dm-Rohr -+ 0,33, [a], = -+ 15,53. 


') Die Ausbeute laft sich ohne Zweifel noch erheblich steigern. 
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Analysen: 
I. Formyl-d-a-aminocapronsaure 
6,01 mg Substanz gaben 11,62 mg CO, und 4,38 mg H,0O. 
(Mikroanalyse nach Pregl.) 
0,2040 g Substanz verbrauchten 12,702 ccm "/10-H,SO, 


Berechnet fiir C,H,,0,N (159) Gefunden 
CG 52,83 9/o 52,73 %/0 
H 8,17°/o 7,98 9/6 
N 8.80 9/5 8,72 %/o 


I]. Formyl-l-a-aminocapronsaure 
0,1450 g Substanz gaben 0,2830 g CO, und 0,1079 g H,O 
0,2722 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 16,74 ccm 
n/10-H,SO, 


Berechnet fiir C,H,,0,N (159) Gefunden 
C 52,83 %/o 93,22 %/o 
H  8,17%o 8,27 %/o 
N  8,80°/o 8,61 °/o 


Wir haben auch die leichte Abspaltbarkeit der Formy!- 
gruppe studiert und zwar 1. bei 37° und 2. in der Siedehitze. 

1. 0,1698 g Formyl-d-a-aminocapronsiiure wurden in 
Wasser gelést. Das Gewicht der Loésung betrug 12,0317 g. 
Die Lésung wurde in ein 1 dm-Rohr mit Wassermantel ein- 
gefiillt. Das Rohr kam in den Brutschrank. Es wurde in be- 
stimmten Intervallen die Drehung der Liésung festgestellt. Die 
Daten sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 








Zeit der Ablesung | Drehung 
Anfangsdrehung .....+.++.-> | +- 0,26 
Maem 2 Stunde .. 1.6 st + gt +. (), 25 

» 2 ee ere -+- 0,25 
© Oe 4s eas he el 1,25 
» 6 > a a a ee +- 0.23 
> 24 > er a et 0,20 
» 28 > tk eel ace So ee ‘0,19 
>» 32 > i» 4) ee 4-017 


>» 48 > ig Oe en ae ee 4+- 0,16 
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2. 0,5016 g Formyl-d-a-aminocapronsaéure wurden in 
50 cem Wasser gelést. Die Anfangsdrehung war im 2 dm-Rohr 
-+. 0,28. Jetzt wurde 2 Stunden lang gekocht. Nach voll- 
standigem Erkalten wurde die L6ésung wieder auf das ur- 
<priingliche Volumen gebracht und die Drehung wieder bestimmt. 
Dieselbe Operation wurde 4 mal wiederholt. Die Daten sind 


aus der folgenden Tabelle zu ersehen. 
Tabelle II. 








Zeit der Ablesung Drehung 
Anfangsdrehung. . .....6«-+«-. | -+ 0,28 
Nach 2 Siamese ww eh we 8 | +- 0,19 

> 4 it eee a Se ek a a ae | + 0,08 
— 2 eS ee | -+ 0,08 


Darstellung der optisch-aktiven a-Aminocapronsauren. 


Die optisch-aktiven a-Aminocapronsaéuren wurden durch 
Hydrolyse mit der 10fachen Menge 10°/oiger Salzsaéure aus 
den betreffenden Formylverbindungen dargestellt. Es wurde 
von 15 g der Formylkérper ausgegangen. Nach 1!/estiindigem 
Kochen am RiickfluBkiihler wurde die Loésung im Vakuum ein- 
gedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen und wieder 
eingedampft. Nun wurde der Riickstand in Wasser geloést, in 
einen 500 ccm-Mefkolben gebracht, dieser bis zur Marke auf- 
gefiillt und in 1 cem der Lésung der Chlorgehalt nach Volhard 
bestimmt. Dann wurde die berechnete Menge einer n-Lithium- 
hydroxydlésung zugegeben und das Gemisch in einer Porzellan- 
schale am Wasserbade eingeengt. Es erfolgte Krystallisation, 
welche durch Zugabe von Alkohol sich vervollstandigte. Sie 
wurde abgesaugt, mit kaltem Wasser und kaltem Alkohol 
chlorfrei gewaschen und mit wenig Tierkohle aus heifem 
Wasser umkrystallisiert. Ausbeute: 9 bezw. 8 g. 

Die beiden optisch-aktiven a-Aminocapronsiduren krystal- 
lisieren in glanzenden schuppenformigen Blattchen. Sie sind 
sehr schwer léslich in Wasser und Athylalkohol. Beim Er- 
hitzen im offenen Kapillarrohr sintert die Substanz bei 275 
bis 280° sehr stark und sublimiert teilweise weg. Bei 301° 
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heobachtet man deutliches Schmelzen, doch ist bis zum Er- 
reichen dieser Temperatur der weitaus grofite Teil der Sub- 
stanz sublimiert. 

Die Bestimmung des optischen Drehungsvermogens ergab 
die folgenden Werte. Es sei bemerkt, dafi aus der d-Formyl- 
u-aminocapronsiiure die |-a-Aminocapronséure und von der 
|-Formylverbindung die d-a-Aminocapronsiaure sich gebildet. Die 
optisch-aktiven a-Aminocapronsauren drehen sowohl in wasseriger 
Lésung, wie in 20°/oiger Salzsaurelosung in derselben Richtung. 


Spaltung I. 
I. 0.1079 g Substanz in 17,8865 g wiasseriger LOsung 
drehen im 2 dm-Rohr — 0,05°!) 
(aj) = — 4,149. 
II. 0,0842 g Substanz in 11,1026 g wasseriger Losung 
drehen im 2 dm-Rohr -++ 0,095° 2) 
[aj = + 6,26°. 
J]. 0,1080 g Substanz in 10,0693 g 20° ciger Salzséure- 


losung (spez. Gew. = 1,11) drehen im 2 dm-Rohr — 0,52 
[al = — 21,179; 

auf HCl-freie Substanz umgerechnet: 
[aly = — 17,00°. 


II. 0,0720 g Substanz in 10,1526 g 20°/oiger HCl-Lésung 
(spez. Gew. = 1,11) drehen im 2 dm-Rohr + 0,28° 
[a] = + 18,569; 
auf HCl-freie Substanz umgerechnet: 
[a] = + 15,6°. 


ID 
Spaltung II. 
I. 0,1268 g Substanz in 13,7940 g wasseriger LOsung 
drehen im 2 dm-Rohr + 0,095°?) 
[a] = + 5,16°. 
II. 0,1597 g Substanz in 16,4970 g wasseriger Losung 
drehen im 2 dm-Rohr — 0,087°!) 
la]? = — 4,49° 


D 
') Mittelwerte aus mehreren Ablesungen. 
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I. 0,1120 g Substanz in 11,3896 g 20°,oiger HCl-Lésung 
(spez. Gew. = 1,11) drehen im 2 dm-Rohr +- 0,45° 
[ol = + 20,449; 
auf die HCl-freie Substanz umgerechnet: 
[a], = + 16,02°. 
JI. 0,1360 g Substanz im 11,7498 g 20°/oiger HCl-L6sung 


(spez. Gew. = 1,11) drehen im 2 dm-Rohr — 0,54° 
[a], = — 20,829; 

auf die HCl-freie Substanz umgerechnet: 
[a], = — 16,07°. 


Die d-a-Aminocapronséure schmeckt fad suB, die l-a-Amino- 
capronsdure hat einen bitteren Geschmack. 

Emil Fischer fand bei der Spaltung von dl-Amino- 
capronsiure mittels der Benzoylverbindungen die folgenden 


Werte fiir [a] oro: 
[a], = — 22,4° und [a], = + 21,3°. 


Chloracetyl-d-norleucin. 
CH, - CH, - CH, - CH, - CH - COOH 
NH- OC. (Cl) -CH, 

2,4 g d-a-Aminocapronséure wurden in 18,5 cem (1 Mol.) 
normaler Natronlauge gelést und zu dieser L6sung 2,5 g (1,25 Mol. 
Chloracetylehlorid und 27,7 cem (1,5 Mol.) normaler Natron- 
lauge im Laufe von !/2 Stunde in 10 Portionen unter Kiihlung 
zugegeben. Nach Zufiigen von 5,54 eem fiinffach normaler 
Salzsiure schied sich ein kleine Krystalle enthaltendes dickes 
Ol aus. Dieses wurde in eine Kiltemischung gestellt. Es er- 
starrte allmiihlich. Zur Reinigung wurde die amorphe Masse in 
K'ssigiither gelést, die Lésung mit Tierkohle entfarbt und filtriert. 
Das Filtrat lieBen wir bei gew6hnlicher Temperatur langsam 
eindunsten. Es schieden sich durchsichtige, lamellenformig 
angeordnete Krystalle ab. Sie wurden scharf abgesaugt und 
wieder in Essigiither gelést. Die Loésung wurde durch Ver- 
dampfen der Losung fraktioniert krystallisiert. Die einzelnen 
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Krystallfraktionen wurden abgesaugt, mit wenig absolutem 
Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator iiber Schwefel- 
siiure getrocknet. Ausbeute: 1,108 g. 

Beim Erhitzen im offenen Kapillarrohr wird die Substanz 
bei 70° weich und schmilzt bei 104—106° (unkorr.). Sie kry- 
stallisiert in farblosen, durchsichtigen Lamellen. Unter dem 
Mikroskop sieht man lanzettformige, rhomboide Krystalle. 

0,2444 g Substanz verbrauchten bei der Stickstoffbestim- 
mung nach Kjeldahl 11,702 ccm !/10-n-Schwefelsiure. 

Berechnet fiir C,H,,0,NC1 (207,5) Gefunden 

N 6,76°/o 6,70/o 

0,1752 g Substanz in 20,7724 g wasseriger Losung drehen 

im 1 dm-Rohr + 0,03, [af = -+ 3,56°. 


Glycyl-d-norleucin. 
CH, - CH, - CH, - CH, - CH - COOH 


NH - CO - (NH,) « CH,. 

Es wurde das Chloracetyl-d-norleucin in bekannter Weise 
mit 25°/o-igem wasserigem Ammoniak amidiert. Nach drei- 
tiigigem Stehen im Brutschrank wurde die LoOsung unter ver- 
mindertem Druck eingedampft, der Riickstand in Wasser aul- 
genommen, mit ‘Tierkohle entfiirbt und die auf ein kleines 
Volumen eingedampfte Lésung mit viel Alkohol gefallt. Es 
entstand ein Niederschlag, der nach langerem Stehen in der 
Kilte und nach hiéufigem Reiben allméhlich krystallinisch er- 
starrte. Der Krystallbrei wurde abgesaugt und der Riick- 
stand in ganz wenig Wasser gelést und wieder mit absolutem 
Alkohol gefallt. Diesmal fiel die Substanz schin krystallinisch 
aus. Sie wurde abgenutscht, mit wenig kaltem absolutem 
Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator tiber Schwefel- 
suure getrocknet. Durch Einengen der Mutterlauge auf dem 
Wasserbade lieBen sich noch weitere Mengen des Dipeptids 
gewinnen. Ausbeute 1,05 g. 

Q,1121 g Substanz verbrauchten bei der Stickstoffbestim- 
mung nach Kjeldah! 12,135 cem !/10-n-Schwefelsaéure. Daraus 
ergibt sich fiir Glycyl-d-a-norleucin N = 15,155°/o (berechnet 
14,89 °/o). 
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Mikroanalyse nach Pregl: 4,196 mg Substanz gaben 
7,825 mg CO, und 3,18 mg H,O, 2,176 mg [716 mm, 21,5°| 
0,297 cem N. 


Berechnet fiir C,H,,O,N, (188) Gefunden : 
C = 51,06 °/o 50,86 °/o 
H = 8,51°/o 8,48°/o 
N = 14,89°/o 15,15°/o und 14,95°/o 


Beim Erhitzen im offenen Kapillarrohr braéunt sich die 
Substanz bei 220°, sie sintert bei 230° und schmilzt bei 239 
bis 240°. Beim Schmelzen wurde die Substanz ganz schwarz. 
Das Glycyl-d-norleucin krystallisiert in Prismen, welche zu 
langen Nadeln ausgewachsen und teilweise an einem Ende zu- 


sammengewachsen sind. 
0,0934 g Substanz in 10,1789 g wasseriger LOsung drehen 


im 2 dm-Rohr — 0,16. Daraus berechnet [a] == — 8,71°. 


Glycyl-l-norleucin. 
CH, CH, - CH,» CH, CH - COOH 
NH - CO - (NH,) - CHy. 

3g l-a-Aminocapronsdéure wurden in 23,1 ccm (1 Mol.) 
Normalnatronlauge gelést und zu dieser Lésung 3,24 g (1,25 Mol.) 
Chloracetylchlorid und 37,6 cem (1,5 Mol.) Normalnatronlauge 
im Laufe von 1/2 Stunde in 10 Portionen zugegeben. Nach 
Zufiigung der ersten Portionen bildete sich ein flockiger Nieder- 
schlag, welcher aber im weiteren Verlauf der Operation sich 
teilweise allmihlich aufliste und teilweise sich in ein Ol um- 
wandelte. Nun wurden 6,92 cem fiinffach normale Salzséure 
zugegeben. Das ausfallende Ol wurde mit Ather ausgeschiittelt 
und die abgetrennte Fliissigkeit im Vakuum eingedampft. Der 
Riickstand wurde zuerst mit heiBem Ather und dann mit heiBem 
Essigiither erschépfend extrahiert. Alle Extrakte wurden ver- 
einigt, mit gegliihtem Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert und 
im Vakuum eingedampft. Das zuriickbleibende Ol wurde in eine 
Krystallisationsschale gebracht. Es wurde in der verschiedensten 
Weise versucht, dieses OI in Krystalle umzuwandeln, jedoch 
vergeblich. Offenbar war das Praparat nicht ganz rein. Wir 
verzichteten schlieBlich auf die Isolierung des Chloracetyl-l- 
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norleucins und amidierten das Ol direkt. Die Ausbeute an Glycyl- 
d-norleucin betrug 1,8 g. 

(,1227 g Substanz verbrauchten bei der Stickstoffbestim- 
mung nach Kjeldah! 13,058 cem ! 10-n-Schwefelsaéure. Daraus 
ergibt sich fiir Glycyl-l-c-aminocapronsdéure N = 14,90°/o (be- 
rechnet 14,89°/o). 

Mikroanalyse nach Pregl: 4,407 mg Substanz gaben 8,27 mg 
CO, und 3,34 mg H,O, 3,092 mg (718 mm, 21°) 0,413 ccm N. 


Berechnet fiir C,H,,O,N, (188): | Gefunden: 


51,06 9/0 91,18°/o 
H 81 0/9 8,48 9/0 
N 14,89 °/o 14,90%]o wu. 14,999!o. 


Beim Erhitzen im offenen Kapillarrohr briunt sich die 
Substang bei 220°, sie sintert bei 230° und schmilzt bei 239 
bis 240°. Beim Schmelzen wurde die Substanz ganz braun. Sie 
krystallisiert in Prismen, welche zu langen Nadeln ausgewachsen 
und teilweise an einem Ende zusammengewachsen sind. 

0,0979 g Substanz in 10,0784 g wasseriger Losung drehen 


im 2 dm-Rohr ++ 0,16. Daraus berechnet sich [> = + 824. 


Glyeyl-dl-norleucin. 


Chloracetyl-dl-norleucin, 
CH, - CH, - CH, CH, - CH COOH 
| 
NH - CO - (Cl) - CH,. 


13,1 g Aminocapronsaéure wurden in 100 cem n-NaQOH- 
Losung gelést und in der Kialte abwechselnd mit 150 cem 
n-NaOH-Lésung und 11,5 cem Chloracetylchlorid unter Schiitteln 
versetzt. Die Operation dauerte 1/2 Stunde. Von den sich in 
geringen Mengen abscheidenden Flocken wurde abfiltriert und 
das Filtrat zur Fillung der freien Verbindung mit 20 ccm 
d-n-Salzsdure tropfenweise versetzt, wobei sich die Substanz 
teilweise krystallinisch abschied. Nach 12stiindigem Stehen- 
lassen in der Kiilte wurde abfiltriert (die Mutterlauge kann zur 
Gewinnung des Restes mit viel Ather extrahiert werden) und 
der Riickstand auf der Tonplatte getrocknet. Ausbeute 16 g. 

33* 
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Zur Reinigung wurde das Produkt in Aceton bei Zimmertemperatur 
gelost und mit Wasser bis zur bleibenden, schwachen Trtibung 
versetzt. Die Verbindung schied sich beim Stehen in langen 
Prismen aus. Fp. 104—107°. Leicht léslich in Alkohol, Aceton, 
Ather, unldslich in Wasser. 
0),2450 g Substanz verbrauchten 11,85 ccm !/10-n-Schwefel- 
saure. 
Berechnet fiir C,H,,O,NCI (207,5): Gefunden : 
6,76%o N 6,779/o N. 


Glycyl-dl-norleucin. 


CH, - CH, - CH, - CH, - CH - COOH 
| 
NH - OC - (NH,) - CH. 


12 g Chloracetyl-dl-norleucin wurden in 120 ccm NH, (25° /0) 
gelést, wobei die Verbindung beim Schiitteln langsam in Lésung 
ging. Die Lo6sung wurde 3 Tage bei 37° lang in einer ver- 
schlossenen Stdpselflasche aufbewahrt. Da sich im Laufe der 
Zeit keine Krystalle gebildet hatten, wurde die Losung auf dem 
Wasserbade bis zur Trockne langsam eingedampft. Das Ab- 
dampfen wurde nach Zusatz von Alkohol und Wasser mehrmals 
wiederholt. Zur Trennung des Dipeptides vom Chlorammonium 
wurde der Rest mit wenig Wasser und Alkohol verrieben, und 
die hinterbliebene krystallinische Masse abfiltriert. Sie bestand 
fast ganz aus reinem Dipeptid. Ausbeute 8 g. Zur Reinigung 
wurde die Substanz in kochendem Wasser geldst. Das Dipeptid 
fiel beim Abkiihlen in Form von Blattchen aus. Sie fiihlen sict: 
fettig an. Fp. 210—215°; sintert bei 210°, zersetzt sich bei 215°. 
Kine kleine, verdiinntere Probe gab nach langerem Stehen 
Biischel von Prismen mit dem gleichen F. 210—215°. Das 
Dipeptid ist bei Zimmertemperatur in Wasser nur wenig |6s- 
lich; mehr léslich in kochendem Wasser. Durch Zusatz von Alko- 
hol kann die Substanz in besserer Ausbeute abgeschieden 
werden. 

0,2245 g Substanz verbrauchten 24,40 cem !/10-n-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,,0,N,: Gefunden: 
14,89°/o N 15,17°%/o N. 
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dl-Leucyl-glycyl-dl-norleucin. 


a-Bromisocapronyl-glycyl-dl-norleucin, 


CHy 
CH-CH,-CH- CO. NH-CH, 
CH,’ | 
Br CO - NH - CH(CH,), - CH, 
| 
COOH 


3,74 g Glycyl-dl-norleucin wurden in 20 ccm n-NaQH- 
Losung gelést und in der Kalte unter Schiitteln abwechselnd 
mit 30 cem n-NaQH-Lésung und 3,6 ccm Bromisocapronyl- 
bromid versetzt. Dauer der Operation 1/2 Stunde. Von den 
geringen Mengen ausgeschiedenen Harzes wurde abfiltriert und 
das Filtrat mit 4 ccm 5-n-HCl tropfenweise versetzt. Anfangs 
fallt das Bromid Olig aus, es wird beim Reiben mit dem Glas- 
stab bald fest. Nach dem Abfiltrieren und Trocknen auf der 
Tonplatte wurden 7 g feste Substanz erhalten. Das Rohprodukt 
hatte einen Schmelzpunkt gegen 100°. Zur Reinigung wurde 
die Substanz bei Zimmertemperatur in Aceton gelést und bis 
zur Triibung mit Wasser versetzt, wobei nach liingerem Stehen 
die Verbindung auskrystallisiert war. Blattchen vom F. 140°, 
sintert friiher. Leicht léslich in Aceton, Alkohol und Ather. 
Unldéslich in Wasser und Petrolather. 

0,2001 g Substanz verbrauchten 11,00 ccm !/10-n-Schwe- 
felsaure. 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,Br: 7,67°/o N. 
Gefunden : 7,69 %/o N. 


dl-Leucyl-glycyl-dl-norleucin. 


CH, 
DCH: CH, CH. CO-NH- CH, 
CH, | | 
NH, CO - NH - CH(CH,), - CH,. 
| 
COOH 


3,64 g a-Bromisocapronyl-glycyl-norleucin wurden in 12cem 
Ammoniak (25°/o) gelést und bei 37° drei Tage lang in der 
Stopselflasche aufbewahrt. Da sich Krystalle nicht ausgeschieden 
hatten, wurde die Lésung auf dem Wasserbade langsam ein- 
gedampft, wobei sich krystallinische Hautchen bildeten. Nach 
volligem Eindampfen wurde der Rest mit etwas Wasser und 
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Alkohol versetzt und nochmals eingedampft. Zur Trennung des 
Tripeptides vom Bromammonium wurde der Rest mit wenig 
Wasser und Alkohol verrieben und das unldésliche Tripeptid 
abfiltriert. Ausbeute 1,8 g. Das Tripeptid ist auch in kochendem 
Wasser sehr wenig léslich. Zwecks Reinigung wurde das Tri- 
peptid in viel kochendem Wasser geloést, filtriert und die Lésung 
auf dem Wasserbade eingedampft, wobei sich die Verbindung 
in krystallinischen Hiiutchen abschied. F. 230—250°; sintert 
bei 220°, zersetzt sich bei 250°. 

0,1512 g Substanz verbrauchten 15,35 ccm !/10-n-Schwe- 
felsiure. 

Berechnet fiir C,,H,,O,N,: 13,95°/o N. 
Gefunden: 14,14%/o N. 

Wir haben versucht, Glycyl-dl-norleucin mit Hefe- 
macerationssaft (nach Lebedew) zu spalten. 0,4220 g des 
Dipeptids wurden in 25 cem physiologischer Kochsalzlésung 
gelést. Zu 7cem dieser Lésung ftigten wir 1 ccm des Macera- 
tionssaftes. Die anfinglich optisch inaktive Lésung zeigte im 
Laufe von ca. 24 Stunden eine Drehung von — 0,05°. Der 
Saft selbst blieb inaktiv, wie ein Kontrollversuch ergab. 

Dafi der Macerationssaft sehr wirksam war, bewies ein 
Versuch mit dl-Leucyl-glycin. 0,2160 g Dipeptid wurden 
in 25 ecem physiologischer Kochsalzlésung gelést. 7 ccm der 
Losung + 1 ccm Macerationssaft drehten — 0,10° Nach einer 
Stunde betrug die Drehung — 0,50°. 

Kin zweiter Versuch mit Glycyl-dl-norleucin ergab das 
gleiche Resultat. Bei Verwendung eines Gemisches von Pan- 
kreassaft und Darmsaft vom Hunde war ebenfalls das Auf- 
treten einer Drehung zu beobachten. Es kann nach diesen 
Beobachtungen nicht entschieden werden, ob eineasymmetrische 
Spaltung des Dipeptids erfolgt ist. Die auftretende Drehung 
ist zu gering, als daB sich ein bestimmter SchluB ziehen liebe. 
Die Schwerloslichkeit des Dipeptids und die geringe Drehung 
der entsprechenden optisch-aktiven Dipeptide erschwert die 
Verfolgung der Spaltung auf dem optischen Wege. Aus dem 
gleichen Grunde ergab der Versuch, dl-Leucyl-glycyl-dl-norleucin 
mittels Hefemacerationssaftes zuspalten, kein eindeutiges Resultat. 



































Uber Maskierung des Blutfettes und der Blutlipoide 
sowie iiber Verdauungslipamie beim Menschen. 
(Nach gemeinsam mil Dr. H. Reinbach ausgefiihrten Untersuchungen.) 
Von 
Johannes Miller. 


{Aus dem biochemischen Institut der Diisseldorfer Akademie fiir Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1913.) 





Die Biochemie des Blutes, das wie ein Spiegel die End- 
effekte aller anabolischen und katabolischen Prozesse aufnimmt, 
ist ohne Zweifel die gegebene Grundlage fiir alle Untersuchungen 
spezieller Organfunktionen. Leider sind unsere Kenntnisse auf 
diesem Gebiete immer noch sehr elementare und fragmen- 
tarische, selbst in Fragen, wo die analytischen Schwierigkeiten 
nicht mehr uniiberwindlich sind. Von den Endprodukten und 
Zwischenprodukten des Stoffwechsels ganz abgesehen, befinden 
wir uns noch in den ersten Anfiangen selbst gegentiber der 
qualitativen Chemie der Eiweifkérper, Kohlenhydrate, Fette 
und Lipoide des Blutes, wievielmehr gegeniiber ihrem quan- 
titativen Verhalten unter variabeln physiologischen und patho- 
logischen Bedingungen. 

Wie mir scheint, ist eine der dringendsten Aufgaben die 
Aufkiaérung der gegenseitigen Beeinflussung, welche die ge- 
nannten Korperklassen im Blute aufeinander ausiiben, mag 
diese Beeinflussung nun eine eigentlich chemische, oder eine 
physikalisch-chemische sein. Von diesem Standpunkte aus 
dirften die nachfolgenden Untersuchungen fiir die Physiologie 
wie die Pathologie nicht ohne Interesse sein. 

Am 19. Januar 1912 wurde mir von der medizinischen 
Klinik der hiesigen Akademie eine gréf%ere Menge AderlaBblut, 
pleuritisches Exsudat und Harn zur Untersuchung tibergeben. 
Das Material stammte von einem Fall von subakuter Nephritis, 
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die sich durch eine enorme Eiweifausscheidung (40—S0 g tag- 
lich durch 4 Monate!) auszeichnete. ') 

Das aus dem Blutkuchen spontan ausgeprefbte Serum 
war absolut undurchsichtig, sehr stark getriibt, geradezu an 
Milch erinnernd, opalisierend: es bot also durchaus das Bild 
einer hochgradigen Lipimie. Wahrend aber in der Literatur 
liir lipamisches Serum meist ein spontanes «Aufrahmen» des 
Fettes angegeben wird, gelang es in unserm Falle selbst durch 
stundenlanges Zentrifugieren bei 3000 Touren nicht, auch nur 
die geringste Entmischung herbeizufiihren. Mikroskopisch konnte 
man auch bei Verwendung starkster Systeme keine Fetttropfchen 
erkennen. Eine ultramikroskopische Untersuchung auf «Hamo- 
konien» (Neumann und Kreidl) wurde leider nicht ausge- 
fiihrt. Sie wiirde vermutlich negativ ausgefallen sein. Mit 
Osmiumtetroxyd reagierte das Serum (im Gegensatz zu 
einem gepriften normalen Schweineserum) absolut nicht; 
ein theoretisch, wie wir sehen werden, sehr wichtiger Befund. 

Als wir versuchten, mit Ather, bezw. Petrolither auszu- 
schiitteln, war die erzielte Klarung, auch nach Zusatz von 
Kalilauge, nicht nennenswert, und die Menge des so extra- 
hierten «Fettes» betrug, wie die spiatere Untersuchung zeigte, 
nur etwa 15°%/o des tatsiichlich vorhandenen Atherextraktes. 

Diese vorliufigen Ergebnisse machten den Fall chemisch 
derartig interessant, dafi mir eine genauere Analyse wiinschens- 
wert erschien. Wir machten zwei parallele Analysen, die eine 
nach der von Shimidzu?) modifizierten Methode von Kuma- 
gawa und Suto, die andere nach dem von F. Hoppe-Seyler?) 
fiir die quantitative Analyse seréser Fliissigkeiten vorgeschla- 
genen Analysengang. Die erste Analyse mufite die héheren Fett- 
siuren und den unverseifbaren Anteil des Petrolatherextraktes 
(Cholesterin), die zweite den Gehalt an Proteinen, unldslichen 
Salzen, in Alkohol léslichen Extraktivstoffen, Cholesterin, Le- 


) nan klinischen Bericht titber den Fall hat Herr Dr. Friedrich 
Weil in der Miinchener med. W., 1912, Nr. 39 gegeben. Hier sind auch 
einige unserer chemischen Resultate bereits mitgeteilt. 

*) Biochem. Ztschr., Bd. 28 (1910). 

°) Hoppe-Seyler und Thierfelders Handbuch der physiologisch- 
chemischen Analyse. 8. Aufl., S. 662. 
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cithin (bezw. Phosphatiden) und Fett ergeben. Die Vergleichung 
beider Methoden bot natirlich auch rein analytisches Interesse. 

Auf eine Beschreibung des Analysengangs kann verzichtet 
werden; es sei nur bemerkt, dai die nach Hoppe-Seyler 
verarbeitete Portion mit Essigsiure angesiuert einige Zeit bei 
60° gehalten wurde. Um denjenigen Lesern, welchen die 
analytischen Details nicht gegenwartig sind, die Ubersicht zu 
erleichtern, fiige ich den Analysen nach Hoppe-Seyler die 
in dem zitierten Kapitel seines Handbuchs angewendeten Buch- 
stabenbezeichnungen bei. 





I. Analyse nach Kumagawa-Suto. 
Gesamtpetrolatherextrakt aus 25 ccm Serum. 0,7953 g 
Unverseifbares (Cholesterin) . ...... . 01708 > 


Hohere Fettsiuren ......... 0,6245¢ 


Il. Quantitative Analyse des Serums nach Hoppe-Seyler. 


In 25 ccm Serum wurden gefunden: 
A (Hauptmenge der Proteine und in Wasser unldsliche Salze) 0,8902 g 








B, (Rest der Proteinstoffe) ...........--.-. 00064» 
0,8966 ¢ 
Gliihriickstand aus A und B, ....+:+ ...... . . 0,0088 » 
Gesamtproteine .....+«+.++.ee.--..-e. 088782 
B, (in Alkohol unlésliche Extraktivstoffe). . .. . . . . 0,1537 > 
Gilivtickstand aus BD 1 ww ttt ee ew es RB 
B,a (in Alkohol lésliche Extraktivstoffey ...... . . 0,0998> 
Gliihriickstand aus Bsa... ...... =~... =. O,0872 > 
Ba Atborentvakt. . . 2. ss cee se tue es. « CORRE 
B,pa Cholesterin . 6-2: ee Wome wheres: a. « ao ee 
B,bB Die letzte wasserige Lé6sung wurde nach Neumann 
verascht, die Phosphorséure nach Neumann alkali- 
metrisch bestimmt. 
So wurden gefunden 15.15 mg P,O, = Lecithin . ... 0,172 » 
Demnach: Neutralfett .......+e+e..-+.- ~~. O,5383 » 


Zur Bequemlichkeit sei der Gehalt an Fetten und Lipoiden 


prozentisch zusammengestellt: 
at 
| Oy Vo lo | 9 ) 
Gesamt-| Neutral-| Héhere —Chole- 
_extrakt fett |Fettsduren | sterin 


jo 


Lecithin 





I. Nach Kumagawa-Suto | 3,18 a 2,5 | 0,683 | —— 
| 
Il. » Hoppe-Seyler .| 3,56 | 2,15 - 0,836 | 0,688 
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Ich lasse noch die in dem iibrigen Material ausgeftihrten 
Analysen folgen, soweit sie fiir die physiologisch-chemische Be- 
urteilung des Falles von Wert sind: 


Ill. Untersuchung des pleuritischen Transsudats. 


Dieses war 2 Tage vor dem Aderlaf durch Punktion ge- 
wonnen. Spez. Gew. 1005. Das Aussehen erinnerte an Seifen- 
wasser, es mubte also auch hier ein erhdhter Gehalt an Fetten 
und Lipoiden vermutet werden. Bemerkenswert ist, daB eine 
offen im Laboratorium stehende Probe noch nach 14 Tagen 
nicht eine Spur von Fiulnis zeigte. Durch Ausschiitteln mit 
Ather war auch hier keine Klarung zu erzielen, ebensowenig 
konnten mikroskopisch Fetttrépfehen nachgewiesen werden. 
Die Analyse nach Hoppe-Seyler (s. 0.) ergab fiir 500 ccm 
angesauertes und mit 1500 ccm Alkohol abs. versetztes Trans- 


sudat: 


A (Proteine und unldsliche Salze) .. . 0,3823 ¢g 

B, (Rest der Proteinstoffe). . .... . 0,0118 » 
Glihriickstand aus A und B, .. . 0,0971 » 
Also Gesamtproteine ....... 0,297 » = 0,059°%o 

B, (in Alkohol unlésliche Extraktivstoffe) 4,208 » 
Gliihriickstand aus B,. .... . . 3,786 » 

B,, (in Alkohol lésliche Extraktivstoffe). 0,6457 » 


Glihriickstand aus B,, .... . . 0,3478 » 
B., Athevestrakt ... 102s sea 0,1178 » = 0,0235°/o 
Lecithin... 2-2. s + secs eeves 0,0094 » = 0,0018°/o 


500 cem des Transsudats nach Kumagawa-Suto analy- 


siert ergaben: 
Gesamtpetrolatherextrakt. . . 0,1386 g = 0,0277°/o 
Unverseifbares (Cholesterin) . 0,012 » = 0,002 °%o 
Héhere Fettsiuren ..... 0,1266 » = 0,0253 °/o 
IVa. Untersuchung des Harnes vom 19. I. 12 (2 Tage nach 
Aderlaf, 4 Tage nach Pleurapunktion). 
Gesamteiweifi (gewichtsanalytisch nach Scherer) . 4,47°/o 
Globulin nach Hofmeister und Pohl’)... . . 1,46°/o 
Albumin (durch Subtraktion). .......... 3,OL% 





') A. exp. Path. u. Ther., Bd. 20, 1886. 
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500 cem dieses Harns wurden vielmals mit Ather extra- 
hiert. Gesamtétherextrakt 0,1 g = 0,02°/o. Der Extrakt in 
Alkohol-Ather gelést entfiirbt rote Phenolphthaleinlisung und 
verbraucht zur Neutralisierung 0,4 cem "/10-NaQOH. 

IVb. Harn vom 29. I. 12 (1 Tag vor 2. AderlaB und 
2 Tage vor dem Tode). 


GesamteiweiSf ..... 2.89%, 
Globulin. . ..... . 1.43% 
Albumin . . . . . + . . 1,46 ° e 


Die Relation Albumin: Globulin, der sogenannte Eiweif- 
quotient, welcher nach Hammarsten zwischen 0,66 und 11,2 
schwanken kann, hat sich also innerhalb 14 Tagen von 2,04 auf 
1,02 erniedrigt. Obwohl, wie die Literatur lehrt, bislang alle 
Bemithungen vergeblich waren, Beziehungen zwischen dem Ei- 
weifquotienten des Blutes und dem des Harnes aufzufinden, 
so will ich doch bemerken, dafi in dem, am Tage vor dem 
Tode entnommenen, 2. Aderlabserum der Quotient 0,27 war, 
wihrend er normalerweise nach Hammarsten!) 1,5 betragt: ein 
so niedriger Quotient ist meines Wissens bislang nicht bekannt 
gewesen. 

V. 2. Aderlafserum. 

Dieses, eben schon erwéhnte, kurz vor dem Tode ent- 


nommene Serum sah im Gegensatz zum ersten vollig normal 
aus. Spez. Gew. 1028. Gesamteiweif (gewichtsanalytisch nach 
Scherer) 5,58°/o; Globulin 4,38°/o; Albumin 1,2°/o. 


Gesamtatherextrakt. . . 1,11°%o 
Cholesterin ..... . 0,28%%o 
Lecitthim. . « «« «+ « Geer. 


Wie die mitgeteilten Analysen zeigen, handelt es sich in 
unserm Falle neben einer Lipimie mittleren Grades um eine 
sehr starke Lipoidaimie: es ist vielleicht die extremste bis 
jetzt beobachtete Steigerung des Lipoidgehalts im Serum, da 
der Anteil von Cholesterin und Lecithin am Gesamtiitherextrakt 
43°/o betriigt. 


') Erg. Physiologie, Bd. 1 (1902). 
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Auf die Zunahme der Lipoide bei diabetischer Lipamie 
haben wohl zuerst Klemperer und Umber’) hingewiesen; 
vor ihnen hatte B. Fischer?) in einer mit Bleibtreu ausge- 
fiihrten chemischen Analyse eines lipamischen Leichenblutes 
(Diabetes) bereits wenigstens fiir das Cholesterin eine Steigerung 
nachgewiesen. Seitdem ist eine ziemlich grofe Literatur von 
Physiologen und Pathologen iiber den Gegenstand geschaffen 
worden, auf die an diesem Orte einzugehen nicht meine Ab- 
sicht ist. Ich méchte nur einen Punkt kurz besprechen: 

Fiir das Zustandekommen pathologischer Lipamien sind die 
verschiedenartigsten Erklarungen gegeben worden. Bb. Fischer 
|. c.) nahm eine Storung der «Lipolyse» an. Da es diese nicht 
gibt, hat seine Hypothese nur historisches Interesse. Andere 
schuldigen eine Mobilisation des Depotfetts an; eine dritte 
Meinung, welche das Fett auBer auf das Depotfett auch auf 
die Nahrung zuriickfiihrt, sieht das Wesentliche in einer Be- 
hinderung des Fettaustritts aus den Kapillaren. So sagt 
Magnus-Levy:*) «Ohne eine Erschwerung des Fettaustritts 
aus den Kapillaren kommt die Erklérung nicht aus, sei es, 
daB man an veranderte Durchlassigkeit der Kapillarwand oder 
an verlangsamtes Eintreten der physikalisch-chemischen Ver- 
iinderungen denkt, die das Fett behufs Durchtritt durch die 
Kapillarwand erfahren mu8.» Klemperer und Umber (I. c.) 
endlich schlieBen fiir die Diabeteslipamie aus der von ihnen 
konstatierten Lipoidimie auf vermehrten Zelizerfall, wobei sie 
insbesondere auch an das an Lipoiden reiche Zentralnerven- 
system denken. 

Soll man sich zwischen allen diesen Annahmen fiir eine 
entscheiden, so liegen die Verhaltnisse bei der geschilderten 
nephritischen Lipoidamie relativ giinstig. Das Depotfett konnen 
wir wohl sicher ausschliefen, weil es keine nennenswerten 
Mengen von Lipoiden enthalt. Auch die Nahrung kommt kaum 
in Frage. Unser Patient hat in den letzten 5 Monaten seines 
Lebens 5—7 kg Eiweifi ausgeschieden; er hat wahrend dieser 


‘) Ztschr. f. klin. Med., Bd. 61, 1907. 
2) Virchows Archiv, Bd. 172, 1903. 
’) Hdbch. der Biochemie, Bd. 4, 1., S. 468. 
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Zeit so gut wie ausschlieBlich von Kuhmilch gelebt und zwar 
hat er davon wiihrend des letzten Vierteljahres durchschnittlich 
tiglich einen Liter genossen. Die geringen in der Milch ent- 
haltenen Mengen:an Cholesterin und Phosphatiden wiirden, im 
Laufe von 3 Monaten im Blute aufgespeichert, vielleicht knapp 
die im Blute bestimmten Lipoide decken. Allein es ist doelh 
mehr als gezwungen, anzunehmen, daf die in den 1001 Milch 
enthaltenen rund 3,5—4 kg Fett so gut wie restlos die Kapillar- 
wandungen passiert haben und in den Zellen verbrannt wurden 
— im Harn sind sie ja nicht ausgeschieden --, wahrend gerade 
die Lipoide absolut quantitativ im Blute zuriickgehalten wurden. 
Warum soll die Kapillarwand gerade fiir einen Teil des Ather- 
extraktes undurchlassig sein? Ich meine, es liegt viel niiher. 
hier ebenso, wie es Klemperer fir die diabetische Lipoidéimie 
getan hat, an den Zerfall von Zellen und die Herauslésung 
ihrer Bestandteile zu denken. Daf ein enormes Zellenmateria! 
eingeschmolzen worden sein mul, geht ja aus der Harnanalyse 
klar hervor; auf Fleisch umgerechnet hat der Kranke tiiglich 
250 g seines Korperbestandes zersetzt! Sollte es ein Zufal! 
sein, dafi parallel mit der Abnahme des Harneiweiles in den 
letzten 8 Tagen von 4,5—5°/o auf 2,89°/o und weniger eine 
Abnahme des Fettes und der Lipoide im Blute von 3,560,, 
auf 1,1°/o einherging? Und daB8 gleichzeitig (von der Nahrung 
her) eine Ergiinzung des Serumeiweifes von 3,55°/o auf 5,58° 
erfolgte ? 

Was aber der Beobachtung erst ihr volles Relief gibt, 
das ist die konstatierte fast véllige «Maskierung» des 
Blutfettes und der Blutlipoide. Man ist ja heute geneigt, 
eine derartige Erscheinung, wie die Unmdglichkeit, das Fett 
mit Ather aus dem Serum zu extrahieren, physikalisch-chemisch 
bezw. kolloid-chemisch zu «erkléren». Ohne die heuristische 
Berechtigung einer derartigen Annahme zu bestreiten, michte 
ich doch sagen, daf bei dem heutigen revolutioniren Zustand 
der Strukturchemie — ich erinnere nur an die Arbeiten von Nef 
und von Werner — die Existenz von wahren Additionsverbin- 
dungen zwischen Proteinen und Fett, bezw. Lipoiden mindestens 
mit gleicher Wahrscheinlichkeit vermutet werden kann. 
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In dieser letzteren Beziehung lege ich ganz besonderes Ge- 
wicht auf das Ausbleiben einer Reaktion mit Osmiumtetroxyd. ') 
Es ist so gut wie sicher, daf die Olsiiure oder allgemeiner 
die Substanzen mit mehrfacher Bindung es sind, welche mit 
dem Osmiumtetroxyd reagieren; unter Oxydation an den beiden 
doppelt gebundenen C-Atomen muf z. B. aus der Oleinséure 
eine Dioxystearinsiure entstehen. Wenn nun diese Reaktion 
nicht eintritt, so liegt es — denke ich — nahe, dafi eben die 
Doppelbindung nicht mehr existiert, weil an ihrer Stelle die 
Verbindung mit dem Eiweifi eingetreten ist. Wenn man sich er- 
innert, wie leicht ungesiattigte Koérper besonders Amine addieren, 
so diirfte die — tibrigens ja experimentell angreifbare — Annahme 
von in der Zelle priiformierten wahren Additionsverbindungen 
doch nicht so unwahrscheinlich erscheinen, wie man nach 
neueren Darstellungen glauben koénnte. 

Nicht unmdglich ist es, daB daneben ein Teil des Nahrungs- 
materials und zwar derjenige Fett- bezw. Lipoidteil, welcher 
nicht durch den ductus thoracicus, sondern direkt aus dem 
Darm ins Blut gelangt ist, innerhalb der Blutbahn eine Mas- 
kierung erfahren hat. Ich verweise in dieser Beziehung auf 
die Arbeiten von Mansfeld?) und G. Rossi 8). 

Fiir einen Teil der Lipoidvermehrung kommt tbrigens 
eine von mir gefundene neue Erklarung in Betracht, welche 
ich weiter unten bei der Darstellung der Versuche tiber mensch- 
liche Verdauungslipimie einfiigen will. 

Natirlich bleiben der Ratsel in jedem Falle genug: Warum 
hat das (freie, ungebundene ?) «Fett» der Nahrung den Weg 
in die Zellen gefunden, das gebundene nicht? Warum passieren 
die angenommenen Additionsverbindungen die Kapillaren nur 
in der Richtung ins Blut? Warum nimmt gegen das Ende 


') Die Sache ist natirlich fiir die morphologische Untersuchung 
sehr wichug. Es kann z. B. durch Farbung mdglicherweise Fett infolge 
der Spaltung der Additionsverbindung durch Alkohol oder dergleichen 


nachgewiesen werden, wo am gleichen zart behandelten Objekt keines 
nachweisbar ist. 
*) Pfliigers Archiv, Bd. 129 (1909). 


°) Arch. di Fisiol., 1909. 
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gerade derjenige EiweiSportion, die wir unter dem Sammel- 
namen Globulin zusammenfassen, im Serum so erheblich zu? 

Auf die an sich sehr interessanten Untersuchungsergeb- 
nisse des pleuritischen Transsudates gehe ich nicht niher ein. 
Es charakterisiert sich als ein «<pseudochyloéser» Ergub: die 
Literatur hieriiber findet man bei Gerhartz.') Auch hier 
nehme ich als Ursache der Triibung eine Lipoid-Kiweifver- 


bindung an. 
Uber Verdauungslipiimie beim Menschen. 


Unsere Kenntnisse sowohl des «normalen» Fett- und Lipoid- 
gehalts des Blutes wie insbesondere der Verdauungslipiimie sind 
schon bei den Tieren, noch mehr beim Menschen in qualita- 
tiver wie quantitativer Beziehung mehr als unbefriedigend. 
Magnus-Levy?) sagt dariiber: «Im ganzen liegen nur sparliche 
Untersuchungen vor. Bei Hunden ist nach W. Connstein und 
H. Michaelis der Fettgehalt niedrig und ziemlich konstant 
(0,1—0,2 °/o Ausitherung im Soxhlet ohne Saure und Alkohol- 
behandlung); 0,12—0,27 °%/o gibt M. Engelhardt fiir den 
Menschen an (Ausatherung des mit Saure zerkochten Blutes). 
Bonnigers sehr viel hohere Werte (0,75—O,85 9/0) sind durch 
Alkoholvorbehandlung des Blutes erhalten und enthalten wahr- 
scheinlich nicht nur die gesamten Lipoide, sondern daneben 
noch andere Stoffe. Ausfiihrliche vergleichende und exakte 
Untersuchungen mit verschiedenen Methoden und exakte Unter- 
suchungen der mit ihnen zu erhaltenden Extrakte fehlen noch. 
Zukiinftige Untersuchungen werden in erster Reihe den Gehalt 
an echten Fetten durch Bestimmen der hohen Fettsiiuren fest- 
zustellen haben. » 

bei dieser Sachlage diirften die folgenden Untersuchungen, 
zumal sie an dem fir den Physiologen immerhin nicht leicht 
zuganglichen Versuchsobjekt «Mensch» gewonnen sind, auch 
abgesehen von der oben angekiindigten neuen Beobachtung, 
wohl auf einiges Interesse Anspruch haben. 

Dem Direktor unserer mediz. Klinik, Herrn Prof. A. Hoff- 


‘) Handbuch der Biochemie, Bd. 2. 2., S. 160. 
*) Hdbch. d. Bioch., Bd. 4, 1., S. 439. 
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mann, bin ich fiir die Uberlassung des Materials, Herrn Dr. Wei! 
fir seine Beschaffung zu lebhaftem Danke verpflichtet. 

Fiir die Feststellung des «Normalgehaltes» an Fett und 
Lipoiden wurde das Blut den niichternen Versuchspersonen 
morgens gegen 8 Uhr, etwa 13 Stunden nach der letzten Mahl- 
zeit entnommen. In den Versuchen tiber Verdauungslipimie 
erhielten die Personen morgens ein sehr fettreiches Friihstiick, 
die Zeit der Blutentnahme variierte zwischen 5 und 10!» 
Stunden nach der Mahlzeit. Das durch Aderlafi entnommene 
Blut wurde durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert und 
sofort zentrifugiert. Das abgehobene Serum diente zur Haupt- 
analyse. Die Blutkérperchen wurden mehrmals mit hyperto- 
nischer NaCl-Lésung gewaschen und zentrifiziert und (mit Aus- 
nahme von Versuch ]) analysiert. 

Die angewandten analytischen Methoden waren die 
gleichen wie bei der vorhergehenden Untersuchung. In allen 
Fallen wurde nach dem modifizierten Verfahren von Kuma- 
gawa-Suto die Menge der hoheren Fettséuren und das Un- 
verseifbare (Cholesterin) bestimmt. In den Versuchen am 
niichternen Menschen kam auberdem der erwihnte Analysen- 
gang nach Hoppe-Seyler zur Anwendung, was interessante 
methodologische Vergleiche ermdglichte. Fast stets wurde 
Gesamteiweif, Globulin und durch Differenz Albumin des Serums 
bestimmt. Obwohl diese Analysen mit der Verdauungslipamie 
zunichst nichts zu tun haben, fiihre ich sie an, weil wir eben 
keinen Uberflu8 an solchen Bestimmungen in der Literatur haben. 

Versuch I. An leichter akuter Polyarthritis erkrankter 
Mann; wihrend der Nacht hat er Salicylsiure bekommen. 
seit 13 Stunden keine Nahrungsaufnahme. 


a) Fettsiurebestimmung nach Kumagawa: Gesamtpetrolatherextrak' 
0,643 °/o (0,2566 g aus 40 ccm Serum); Cholesterin 0,0698 g = 0,175° » 


Hoéhere Fettsiuren = 0,468 °/o. 
b) Quantitative Analyse nach Hoppe-Seyler: Verarbeitet 12 ccm Serum 
Darin: 
A (Proteine und im Wasser unldsliche Salze). 1,022 g 
B, (Rest der Proteome) . . 1. ss es ee 0,0032 » 
Giliihriickstand aus A und B, . . . . . . 0,0056 » 





Gesamtprotein. . . ... ++ .--+- + 10196 g = 8,50%o 
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B,, (in Alkohol lisliche Extraktivstoffe . . . 0,0599 g 
Glihriickstand aus B,, ....... . 0,0409 

B,, Gesamtatherextrakt «©. 2... 2 « . 0,0896 » = 0,746% > 

Bspa Cholesterin. . . .. + 6 © «© « © « « « 00833 » = 0,194%o 


c) Gesamteiweifi des Serums gewichtsanalytisch nach Scherer. 8,65°) 
Globulin nach Hofmeister-Pohl........... 0 + 479% 
Se SE 6. 4 ke. ee SO OED se « + on 

Versuch IJ. Mann von 73 Jahren, Bronchiektasie, fieber- 
frei. Niichtern seit 14 Stunden. 


a) Fettsiurebestimmung nach Kumagawa: In 25 ccm Serum Gesamt- 
petrolatherextrakt0,1212 g —=0,485°o. Cholesterin 0,0266 g = 0,106 ° o. 
b) Quantitative Analyse nach Hoppe-Seyler (10 ccm Serum): 
A (Proteine und in Wasser unldsliche Salze) 0,7953 ¢ 


B, (Rest der Proteine) . . c+ + » » eee? 
Gliihriickstand aus A waa B, oes = » CRs 
Gesamtproteine ..... » . - 0,7954¢ = 7,95% 
B, (in Alkohol unldésliche Extraktivstoffe) . . 0,0365 >» 
Gliihriickstand aus B, . ....... =. O,0269 > 
B,, (in Alkohol lésliche Extraktivstoffe) . . 0,0575 » 
Glihriickstand aus B,, . . . ....- . 0,0426 > 
B,,, Gesamtatherextrakt. . ..... 6. . O69 » = 0,69%o 
Chofesterm .. + « *see ee «ee « OORGRs = O96% 
c) Gesamtserumeiweifs nach Pn ene epee & « see 
Ce es ke ce 2 EO ae Be ene 3,6 9/0 
eee eee a ae » 2 « « 4,08 %,o 


d) Die aus 110 ccm Blut shacaiviieaiite n aad si niaibaiiadil Blutkérperchen 
ergaben nach Kumagawa: 
Gesamtpetrolatherextrakt 0,1784 g. Cholesterin 0,0784 g Héhere Fett- 
sauren 0,1 g. 


Versuch III. N.N. Mann, 30 Jahre, gesund, seit 12 Stunden 


nuchtern., 
a) Bestimmung des Fettsiuren nach Kumagawa in 40 ccm Serum: Ge- 
samtpetrolatherextrakt 0,1778 g == 0,444°/o. Cholesterin 0,0634 g 
= 0,158°/o. Hihere Fettsfuren = 0,1144 g = 0,286 °/o 
b) Quantitative Analyse von 10 ccm Serum nach Hoppe-Seyler: A 4+- B, 
Gesamtprotein 0,803 g = 8,03%/o. 
B, (im Alkohol unlésliche Extraktivstoffe). 0,045 g 


- 


Gliihriickstand aus B,. ... . . 0,0367 » 

B,, (in Alkohol lésliche Extraktivstoffe) ~ 0.0525 » 

B,,, Gesamtitherextrakt. . . 2... - - 0,0532 > = 0,532, 
Cholesterin ........+..- OO0109 » = 0,109% 
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c) Gesamteiweiff nach Scherer ...... 2... + + 8,348%o 
Se eee ee ee ee ee ee ee ees ee 5,43 0° 
Albumin eT ne a Sa er eae ae 2.918%, 


d) Die aus 140 ccm Blut abzentrifugierten _ gewaschenen Blutkérperchen 
ergaben nach Kumagawa: Gesamtpetrolitherextrakt 0,2215 g, 
Cholesterin 0.1174 g. Hodhere Fettséuren 0.1041 g. 

Versuch IV. Mann. Aorteninsuffizienz. Nahm 8 Uhr 
morgens: 100 g Butter, 300 g Milch, dazu Brot nach Belieben. 


Aderlai 53/4 Stunden nach dieser Mahlzeit. 

a) Bestimmung der hidheren Fettséuren nach Kumagawa in 20 ccm 
Serum: Gesamtpetrolatherextrakt 0.1459 g = 0,729°/o. Cholesterin 
0,0502 g = 0,251°o. Hoéhere Fettséuren 0,0957 g = 0,478°/o. 


1, Gesamtserumeiweifi nach Scherer ........ . 9,9°%o 
PE é e ae Ge ee ee ee Oe oe 3,45 %/o 
Albumin . . 7 . . . . . ° . . . ’ ° . 6,05 °, 


¢) Die aus 70 cem eneiitaaie rten ia ciate Blutkorperchen 

lieferten nach Kumagawa: Gesamtpetrolatherextrakt: 0,1296 g. 

Cholesterin 0,0512 g. Hoéhere Fetts’uren 0,0784 g. 

Versuch V. Mann. Leichte chronische Nephritis. Nimmt 
morgens dieselbe Fettmenge wie in Versuch IV. 8!/2 Stunden 
danach AderlaB. 

a) Bestimmung der héheren Fettséuren in 35 ccm Serum nach Kumagawa: 
Gesamtpetrolitherextrakt . . . 0.3984 g 1,14°/o 
Cholesterin. . . . .. . . . » 0,1373 » 0,39 °/o 





| 


| ll 


Hohere Fettsduren ... . 0,2611 g 0,75 °/o 

b) Gesamtserumeiweifi nach Scherer ...... . 8,22°%o 
Globulin . . . . . . . . . . . . . . . . 7 . . 2.87 lo 
Albumin... ‘ ee a ae 5,35 °%/o 


| Die wie oben a Biaiennnendlien aus 195 ecm Blut liefern 


nach Kumagawa: 
Gesamtpetrolatherextrakt . . . 0,0859 g 
Cholesterin. ......... O,0416 > 


Hohere Fettsiuren ... . 0,0443 g. 
Versuch VI. Mann. Leichte chronische Nephritis. Nimmt 
morgens 7 Uhr dieselbe Fettmenge wie in Versuch IV und V. 
Aderlafi 5 Uhr 15 p. m, (10!/4 Stunden nach Fettaufnahme). 


a) Bestimmung der héheren Fettsauren nach Kumagawa in 40 ccm 
Serum: 
Gesamtpetrolitherextrakt . . . 0,3536 g = 0,884°/o 
Cholesterin .......-e. O1408> = 036°. 
Héhere Fettsaéuren. . . . 0,2133 g = 0,534°o 
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)) Gesamtserumeiweifi nach Scherer. ..... . 7,22 
Globulin . a £2 %/o 
Aibomm... .  % ie tees «> See 


«) Die Blutkérperchen aus 153 ccm Blut ergeben nach Kumagawa: 
Gesamtpetrolatherextrakt. . . . 0,099 g 


Cholesterin. ..... - « « OOEaS >» 
Hoéhere Fettsiuren . .. . 0.0552 g 


Versuch VII. Mann. Unfallneurose, sonst gesund. Zur 

Zeit der Blutentnahme seit 12 Stunden niichtern. 

a) Bestimmung der Fettsaiuren im Serum aus 85 ccm Blut. (In diesem 
und dem niichsten Versuch war des besseren Auswaschens wegen 
das Blut von vorneherein nach dem Defibrinieren mit NaCl-Lésung 
versetzt worden. Der relative Gehalt an Serum ist hier also nicht 


bekannt.) 
Gesamtpetrolatherextrakt. . . . 0.3358 g 
TOE. .« « cs x be) ow Qe 
Fettsiuren ....... . O,2162 g. 
b) Die Blutkérperchen dieser 85 ccm Blut liefern nach Kumagawa: 
Gesamtpetrolatherextrakt. . . . 0.2398 g 
Cholestern. ......+.. 00064» 


Hohere Fettséuren. ... . 0.1414 g. 

Versuch VIII. Mann. Rekonvalescent von akutem Gelenk- 
rheumatismus. Das Versuchsindividuum sollte morgens das oben 
angefiihrte Friihstiick genieBen. Es wurde jedoch versehentlich 
das gewohnliche Friihstiick (Brot und nur etwa 10 g Butter) 
gereicht. Der Mann war also bei der Blutentnahme (nach 
8 Stunden) praktisch niichtern. 

a) Fettsdiurebestimmung im Serum aus 100 ccm Blut (siehe Versuch VII): 


Gesamtpetrolatherextrakt. . . . 03110 ¢g 
Cholesterin. ........ . 0,1056 > 


Hohere Fettsduren . -. . 0,2054¢ 
b) Desgleichen in den aus diesen 100 ccm quantitativ abzentrifugierten 
und gewaschenen Blutkérperchen: 
Gesamtpetrolitherextrakt. . . . 0,2362 g 
Chefestierm. ..-+cses +» GOR» 
Hohere Fettsiuren . .. . 0.1437 ¢. 

Ich will gleich das meines Erachtens weitaus wichtigste 
Ergebnis der vorstehenden Versuche vorwegnelimen, indem ich 
tabellarisch zusammenstelle den Gehalt der in 100 ccm Blut 
enthaltenen BlutkOrperchen an Gesamtpetrolitherextrakt, Chole- 
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sterin und hoheren Fettsauren und den Prozentgehalt des ent- 
sprechenden Serums an denselben Stoffen. Die Resultate von 
Versuch VII und VIII sind prozentisch fiir das Serum nicht 
genau anzugeben, weil hier, wie oben gesagt, nur der absolute 
Gehalt des verdiinnten Serums bestimmt wurde. Die prozen- 
tischen Werte fiir Serum VII und VIII sind also unter der 
willkiirlichen Annahme von 33°/o BlutkOrperchen im Blute be- 
rechnet. An den gezogenen Schlubfolgerungen dndert sich aber 
nichts, selbst wenn man auf 50°/o Blutkérperchen umrechnen 
wiirde. Alle Zahlen beziehen sich auf die Analysen nach 
Kumagawa. Versuch I scheidet aus, weil hier die Kérperchen 
nicht analysiert sind. 





























= Die in 100 ccm Blut enthaltenen [Das entsprechende Serum enthal! 
Kérperchen enthalten in gf 0M Mo 
Nr. Gesamt- | Chole- | Héhere Gesamt- | Chole- | Héhere 
petrolither- | i) Pheer petrolather- | . 
extrakt | sterin | Fettsduren extrakt | Sterin | Fettsauren 
II 0,162 | 0,076 | 0,086 0,485 | 0,106 | 0,379 
| 
Ill 0,158 | 0,083 | 0,075 0,444 | O15 | 0,294 
vi | 0,282 | 0115 | 0,167 057 | 020 | 037 
Vit | 0,236 0,0925| 0.1435 043 | 0.18 0,28 
Iv | 0185 | 0073 | 0,092 073 | 025 | 048 
V 0,076 | 0,033 | 0,043 114 | 0,40 | 0,74 
VI 0,065 | 0,028 | 0,037 0,884 035 | 0,534 








Ein Blick auf die Tabelle zeigt, daB der Gehalt an Fett- 
siiuren, besonders aber an Cholesterin der Blutkérperchen 
umgekehrt proportional den entsprechenden Werten des 
Serums ist! 

Rechnet man aus den vier «Niichtern-Versuchen» und 
ebenso aus den drei Fallen von Verdauungslipimie das Mitte! 
vom Cholesteringehalt der Kérperchen in Milligrammen und de- 
Serums an Prozenten Petrolatherextrakt, so erhalt man: 




















| Kérperchen | Serum 
mg | 01, 
| 
Normalwert . 91 0,482 


Lipimie.. 2... ee 44 | 0,918 











Uber Maskierung des Blutfettes und der Bluthpoide beim Menschen. 483 


Wenn der Cholesteringehalt der Kérperchen um 
etwas mehr als die Halfte abnimmt, wachst der Lipoid- 
sehalt des Serums nahe auf das Doppelte! 

Die gezogene Schlufbfolgerung ist, abgesehen von der 
wiinschenswerten Vermehrung der Versuche, deshalb noch 
nicht streng zwingend, weil die absolute Menge der in 100 ccm 
Blut enthaltenen KOorperchen nicht genau bekannt ist. Das 
mu nattirlich nachgeholt werden. Aber ich médchte doch dazu 
bemerken, dafi die Unterschiede in der BlutkOrperchenzahl nur 
dann eine Rolle spielen kénnten, wenn die Lipamieversuche 
zufallig an Personen angestellt waren, welche nur '/4 der Blut- 
kérperchenmenge von I, II, Ill, VII und VIII besitzen. Eine 
solche hdchstgradige Animie wire sicher nicht unbemerkt 
geblieben. 

Jedenfalls ist hiermit ein Problem angeschnitten, welches, 
obwohl es von grofiter Bedeutung ist, bislang gar nicht bear- 
beitet wurde, namlich die Verteilung des Fettes und der Lipoide 
auf K6rperchen und Plasma. Lediglich J. Munk und H. Frieden- 
thal?!) haben in einer kurzen Mitteilung auf diese Frage Riick- 
sicht genommen. Sie fanden, dafi die Koérperchen wahrend 
der Verdauung mehr Fett enthalten als das Plasma. Die kurze 
Mitteilung tiber die vor 12 Jahren wohl nicht mit einer — vom 
heutigen Standpunkte aus beurteilt — einwandfreien Methodik 
angestellten Versuche gestattet keine Experimentalkritik. A priori 
ware ja das Resultat von Munk und Friedenthal auf Grund 
der Lipoidtheorie der Zellpermeabilitét plausibel. Um so wich- 
tiger wurde es sein, wenn fortgesetzte Versuche meine Befunde 
bestatigen. 

Ohne auf die mégliche Tragweite des Resultats im tbrigen 
hier einzugehen, will ich nur seine wahrscheinliche Bedeutung 
fur die pathologische Lipémie hervorheben. Es kénnte nimlich 
sein, dai die Herkunft wenigstens eines Teiles der bei 
Lipoid’imie im Plasma gefundenen Lipoide einfach auf 
die Erythrocyten zuriickgefiihrt werden muB. 





‘) Zentralbl. Physiol., Bd. 15 (1901). 











Die quantitative Bestimmung von geringen Mengen Traubenzucker 
im Harne mittels der Bertrandschen Methode. 
Von 


Else Hirschberg, cand. chem. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Rostock. Direktor: Geh. Rat 
Professor Dr. Martius.) 


(Ver Redaktion zugegangen am 2, Juli 1913.) 


Es ist eine groBe Anzahl von Reduktionsmethoden zur 
quantitativen Bestimmung des Traubenzuckers im Harn bekannt. 
Sie haben alle den Nachteil, daB auch andere reduzierende 
Substanzen des Harnes mitbestimmt werden. Diese sind zum 
Teil bekannt, wie das Kreatinin und die Harnséure, zum Teil 
aber auch unbekannt. Der Wert der reduzierenden Kraft des 
normalen Harns entspricht nach den Erfahrungen verschiedener 
Autoren am haufigsten dem von 0,2 bis 0,3°/oigen Trauben- 
zucker, kann aber auch noch hoher sein.!) Harnsiéure und 
Kreatinin scheinen die an dem Reduktionsverméigen des nor- 
malen Harns am meisten beteiligten Substanzen zu sein, nach 
Moritz?) aber nur zur Hialfte des Gesamtwertes. 

Es wire also wertvoll, eine Methode zu haben, bei der 
der Einflu{ dieser Substanzen vermieden wird. Denn wo es 
darauf ankommt, geringe Quantitéten Glukose zu bestimmen. 
bilden die reduzierenden BKestandteile des Harnes sehr erheb- 
liche Fehlerquellen. 

Bei der in Deutschland noch wenig angewandten Ber- 
trandschen Methode abt sich nach Funk§) dieser stiérende 
Kinfluf der iibrigen reduzierenden Substanzen tatsachlich ver- 
meiden. Die Methode beruht darauf, daB das beim Kochen 
mit Fehlingscher Lésung gebildete Kupferoxydul in einer 
Losung von Ferrisulfat in Schwefelséure geldst und das ge- 
bildete Ferrosalz mit einer auf Ammoniumoxalat eingestellten 


') Siehe dariiber Meinertz, Die klinischen Methoden der quanti- 
tativen Bestimmung des Traubenzuckers im Harne. Fol. clin. chem. et 
micr., 1909. 

Huppert, Analyse des Harns, 11. Auflage, 1910. 

*) Siehe Moritz, Deutsches Archiv fiir klin. Medizin, Bd. 56, 


S. 207 (1890). 
*) Funk, Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 507 (1908). 
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Kaliumpermanganatlosung titriert wird. Hierbei soll bei ent- 
sprechender Verdiinnung nur das vom Traubenzucker gebildete 
Kupferoxydul ausfallen und auf das Filter kommen. 

Andere Untersucher bestreiten das. Insbesondere machen 
Ivar Bang!) und GOsta Bohmannsson darauf aufmerksam, 
dafi jene Voraussetzungen unbewiesen sind. Auch nach An- 
dersen?2) ist es nicht einzusehen, warum nur das vom Trauben- 
zucker gebildete Cu,O ausgeschieden werden soll. 

Auch die entgegengesetzte Fehlerquelle mul} beriicksichtig! 
werden, dafi niimlich das Kupferoxydul bei stiirkeren Verdiin- 
nungen nicht vollstaéndig auszufallen braucht und infolgedessen 
das Resultat zu klein wird, 

Nun hat neuerdings Oppler*) besonders eingehend die 
Bertrandsche Methode studiert und gefunden, da tatsiichlich 
ein derartiger Unterschied zwischen der Reduktion durch den 
Zucker und der durch die tbrigen reduzierenden Bestandteile 
zu machen ist. Er zeigte, daB durch die Erniedrigung des 
Siedepunktes der Einflu$8 der reduzierenden Substanzen, die 
eine héhere Reduktionstemperatur haben als der Traubenzucker, 
ausgeschaltet werden kann. 

Oppler kommt zu sehr genauen Resultaten. Indessen 
ist bei ihm eine komplizierte Vorbehandlung ndotig. 

Meine Aufgabe war es nun, festzustellen, ob nicht in ein- 
facherer Weise gute Resultate zu erzielen sind. Bei meinen 
Untersuchungen machte ich mir auch die Ausschiittelung mit 
Blutkohle und konzentrierter Salzsiure nach Bang‘) und Boh- 
mannsson zunutze, wodurch sich ja ein Teil der reduzie- 
renden Substanzen beseitigen lift. Besonders wertvoll aber 
war die Anregung Opplers, den Siedepunkt durch Alkohol- 
zusatz zu erniedrigen. In den folgenden Tabellen wird sich 
zeigen, in welcher Weise sich die beiden obenerwihnten, in 
ihrer Wirkung entgegengesetzten Einfliisse geltend machen. 


‘) Ivar Bang und Gésta Bohmannsson, Diese Zeitschrift, Bd. 65, 
S. 445 (1909). 

*) Andersen, Biochem. Zeitschr., Bd. 15, S. 76. 

*) Oppler, Diese Zeitschrift, Bd. 75, Heft 1 u. 2, 5. 71 (1911). 

*) Bang u. Bohmannsson, Diese Zeitschrift, Bd. 63, 5. 454 (1909) 
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Ausfiihrung der Bestimmungen. 


Samtliche Harne, mit Ausnahme der zweiersten, wurden ent- 
sprechend der Vorschrift vonBang!)und Bohmannsson mitSalz- 
saure und Blutkohle ausgeschittelt. Mit diesen Harnen stellte ich 
nun die verschiedenen Verdiinnungen mit destilliertem Wasser her. 

Die eigentlichen Bestimmungen nach Bertrand 
wurden genau nach Vorschrift?) ausgefiihrt. Zum Vergleich 
wurde in einem Teile der Falle die Methode von Ivar Bang 
herangezogen. Die genau eingestellte Kaliumpermanganatlosung 
wurde bei den kleinen Werten noch aufs 5fache verdiinnt. 
Der Titer der Permanganatlésung wurde natiirlich 6fter nach- 
gepritt. Zur Ausrechnung dienten ebenfalls die Tabellen im 
Lehrbuche Neubauer-Huppert, sowie die fiir kleinere Werte 
erganzte Tabelle von Moeckel und Frank.°*) 

Die verschiedenen Traubenzuckerkonzentrationen wurden 
durch Zusatz einer aus chemisch reinem Traubenzucker (Kahl- 
baum) genau hergestellten L6sung zu dem betreffenden Harne, 
der sich durch die iiblichen Methoden als traubenzuckerfrei 
erwiesen hatte, erzielt. 

Zur Erkliirung der Tabellen bemerke ich, dafi die Resul- 
tate, bei denen Alkohol zur Anwendung kam, immer unter- 
strichen sind; die guten, wiederkehrenden Alkoholwerte sind 
noch mit diesem | Zeichen versehen. 

















0,900 °/o 
Spez. Gewicht} Verdiinnung | Resultat In 20 cem sind enthalten 
des Harns mit H,O %Fo Harn | Wasser Alkohol 
1017 25 fache 1,110 20 | — | — 
1017 25 >» 0,925 | 0 | — 10 
1027 2 >» 1,100 200 | — — 
1027 25 >» 0,900 | 9 | — | 10 














Der Einflu8 des Alkohols im Sinne einer Erniedrigung des 
erhaltenen Wertes geht hieraus deutlich hervor. Die Resultate 
werden dadurch bedeutend genauer. 


') Bang u. Bohmannsson, Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 454 (1909). 
*) Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, S. 406—409. 
*) Moeckel und Frank, Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 323 (1910). 
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0,800 °/o 
Spez. Gewicht] Verdiinnung| Resultat | In 20 ccm sind enthalten 
des Harns mit H,O V0 Harn Wasser Alkohol 
1017 25 fache 0,937 20) 
1017 25 > 0,810 10 ; 10 
1027 25 0,937 20) sian 
_ 1027 25 0,810 | 10 10 














Der gleiche EinfluB ist auch hier unverkennbar. 










































































0,700 °/o 
Spez. Gewicht Verdiinnung | Resultat | In 20 ccm sind enthalten 
des Harns mit H,O vy Harn Wasser Alkohol 
1017 25 fache 0,780 20 - - 
1017 25» 0,680 | 10 a 10 
1027 25 » 0,750 20 — — 
1027 25 > 0,710 | 10 10 
0,600 °/o 
Spez. Gewicht | Verdiinnung Resultat In 20 cem sind enthalten 
des Harns mit H,O °/o Harn | Wasser! Alkohol 
1017 25 fache 0,675 20 ao _ 
1017 2h 0,595 | 10 a 10 
1027 25» 0,650 20 — 
1027 25 > 0,580 | 10 ~ 10 
0,500 °/o 
Spez. Gewicht Verdiinnung “Resultat | In 20 cem sind enthalten 
des Harns mit H,O %/o Harn | Wasser! Alkoho! 
1020 65,3 fache 0,613 5 | 15 — 
1017 15 > 0,521 20 — 
1006 16 > 0,493 | 10 5 ) 
1017 25 > 0,560 20 - 
1017 25 > 0,480 | 10 — | 10 
1027 25 > 0,537 20 — — 
1027 25 0,500 | 10 — 10 











Bei allen diesen Konzentrationen, 0,9, 0,8, 0,7, 0,6 und 
0,5°/o, sind die Alkoholresultate (die als sehr gut zu bezeichnen 
sind) durchweg eher etwas zu niedrig als zu hoch: der Ein- 
flu} der ubrigen reduzierenden Substanzen scheint vollstandig 
ausgeschaltet zu sein. 
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0,400 9/0 
Spez. Sewiidl Vordienwas Resultat | In 20 cem sind enthalten 
des Harns mit H,O %Fo Harn § Wasser Alkohol 

1018 10 fache 0,500 to | «@ | = 
1018 10» 0,415 | eo | ¢ | 4 
1018 10 > 0,270 0 | 2 
1018 0 > 0,400 0 | 10 
1010 M) >» 0,320 5 | 15 - 
1020 M) >» 0,520 5 | 15 | 
1017 15 >» 0,436 so | = | > 
1006 a 0,320 0 | 5 | 5 
1031 15 > 0,401 20 | — ee 











Bei der Konzentration von 0,4°/o sind die Resultate etwas 
schwankender. Der das Resultat erniedrigende EinfluB des 
Alkohols macht sich stirker geltend als bei den héheren Kon- 
(Die beiden ersten Resultate sind ohne Aus- 





zentrationen. 


schiittelung des Harnes erhalten worden.) 

















0,300 °/o 
Spez. Gewicht] Verdiinnung Resultat | In 20 ccm sind enthalten — 
des Harns mit H,O Vg Harn | Wasser! Alkoho! 
1020 40 fache 0,248 5 15 — 
1017 15 > 0,235 20 - ‘ 
1006 16 » (0),247 10 5 5 
1031 15 >» 0,341 20 ae 
1027 7,5 > 0,324 | 10 : tS 
1027 7,D» 0,327 10 0 |}; — 
1027 25 > 0,263 10 s | 32 
1027 25» 0,248 10 o | - 
1021 7.5» 0,318 | 10 ei 4 
1021 7,5 » 0,327 10 1 
1021 25 0,270 10 8 | 2 
1021 25 > 0,325 10 me. Se 











Von der Konzentration 0,3°/o gilt das gleiche, wenn- 
gleich bei konzentriertem Harne einige Male ein etwas zu 
Die Resultate sind aber noch als 


hoher Wer 


t resultiert. 


brauchbar zu bezeichnen. 
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0,200 ° » 
Spez Gewicht Verdiinnung , Resultat In 20 cem sind enthalten 
des Harns mit H,O %o Harn Wasser Alkohol 

1010 20 fache 0),260 a Ld 
1028 10» 0.460 20) 
1012 | 10 » 0.370 20 
L017 10» 0,280 10 2 8 
1002 20» 0,204 | y Dd 10 
1012 20> 0,150 D D 10 
1002 20 0,090 a) 3 12 
1027 20» 0,090 i) 3 12 
1022 20» 0,090. 5 7 1 
1022 20» 0,0 ) 5 - 1d 
1013 20» 0,100 i) — 15 
1013 20» 0,090 2 1s 
1027 20» 0.125 5 5 10 
1027 20) 0,160 By) a s 
1020 20» 0,169 ) 10 5 
LOLS 20; 0.250 5 10 Dd 
L020 20 0,123 D 10 ) 
1017 15 0,150 20) : _ 
1020 4M)» 0,188 D 15 - 
1006 16 » 0,147 10 5 D 
1031 15 » 0,300 20 
1016 7,5 » 0,198 2() _ ™ 
1016 15 > | 0.1785 20 _ -_ 
1027 7,0 > 0,345 10 8 2 
1027 7,0 » 0,292 10 10 
1027 25» 0,185 | 10) s 2 
1027 25» 0,187 10 10 
1021 7,5 » 0,215 | 10 x 2 
1021 7,50 » 0,231 10 10 
1021 | 2d » 0,195 | 10 8 2 
1021 | 2 -» 0,191 10 10 
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Bei der Konzentration 0,2°/o machen sich die beiden 
entgegengesetzten Einfliisse in eigentimlicher Weise bemerkbar. 
Im allgemeinen setzt der Zusatz von Alkohol in gleicher Menge 
wie vorher den erhaltenen Wert soweit herab, dafi das Resultat 
als unbrauchbar zu bezeichnen ist. Bessere Resultate erhiilt 
man bei dieser Konzentration, wenn man den Alkohol in ge- 
ringerer Menge (2 ccm auf 20 ccm) zusetzt oder ganz weglabt. 
Allerdings besteht dann wieder, wie ebenfalls aus der Tabelle 
hervorgeht, besonders bei den konzentrierten Harnen die Gefahr, 
dafi das Resultat zu hoch wird. 

















0,100 °/0. 
Spez. Gewicht) Verdiinnung| Resultat In 20 ccm sind enthalten 
des Harns mit HO | Oly Harn Wasser. Alkohol 
L020 10 fache (),050 ) | 10 5) 
1001 10> 0,0845 5 | 45 la 
1020 10 > | 0,130 5 | 1 sia 
1010 10» 0,133 5 | 18 ~ 
1024 10 >» | 0,135 | @& | wm 
1020 40 > | 0,096 5 | 1 “a 
1017 15 > | 0,087 20 me ies 
1006 16 > = 0,0763 10 5 | 6 
1031 1 > ~~ -0,0805 oe ” 
L016 7,5 » 0,134 a 
016 =| 1 0,109 ms | = | 
1027 75> | 0,174 10 | 8 | 2 
1027 7,5 » 0,183 0 | 10 5 — 
1027 25 > 0,102 | o i;e*e*f|*s 
1027 25» 0,110 10 | 10 — 
021 7b > 0,127 i | 8 | 2 
1021 76> | O08 0 | 0 | = 
L021 25 > 0,103 | i  ~=— 8 2 
1021 25» 0,112 10 10 — 





Auch bei dieser Konzentration zeigt sich, dafi es zweck- 
miabig ist, die Menge des Alkohols geringer zu bemessen oder 
ihn ganz wegzulassen. Die meisten Werte sind dann als 
brauchbar, einige als sehr gut zu bezeichnen. 
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Vergleichstabelle der Resultate 
von Bertrand und Bang. 












































CS — se A —_ — 
»)-Gehalt der Losung Bertrand Bang 
an Zucker 9/o 0), 
0.900 0,900 | 
1.00 
0,900 1,100 
0,900 0,925 
1,00 
0,900 | 1,110 
(0,800 0,810 | 
0.96 
0,800 0,937 
0,800 | 0,810 | 
| 0,92 
0.800 0,937 
0,700 | 0,710] i) 
| 0,80 
0,700 0,750 | | 
0,700 | 0,680 | |) 
———— 0.78 
0,700 | (),780 | | 
0,600 | 0,650 |) ane 
Jif 
0,600 0,580 | | 
0,600 0,675 | 
| wae 0,76 
0,600 | 0,595 | 
0,500 0,537 
: | 0,62 
0,500 | 0,500 | | J 
0.500 (),560 | | 
| 0.60 
0,500 0,480 | | | 
0,400 0,401 | | 0,60 
0,300 | 0,341 | 0,50 
0,200 | 0,300 | 0,405 
0,200 0,1785 |) 
0.44) 
0,200 0,198 | | | 
0,100 | 0,0805 | (),25 
0,100 | 0,134 | 0.33 
0,100 | 0,1095 | | a 





Diese letzte Tabelle zeigt die Untersuchungen, die ange- 
stellt wurden. um festzustellen, ob die Bertran dsche Methode 
unter Verwendung von Alkohol wesentlich der bloBen Aus- 
schiittelung mit Salzsiure-Blutkohle und nachfolgender Bestim- 
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mung nach Bang tberlegen ist. Es zeigt sich in der Tat, dab 
die Werte nach Bang durchweg hoher sind. Von 0,4°%/o ab- 
wirts ist der Unterschied so grof, dali diese nach Bang er- 
haltenen Werte als unbrauchbar zu bezeichnen sind. 

Meine Untersuchungen haben also ergeben, dab es tat- 
-iichlich gelingt, mittels der Bertrandschen Methode eine 
Differenzierung der durch den Traubenzucker und des durch 
die anderen reduzierenden Harnbestandteile bedingten Reduk- 
tlionsvermégens des Harnes, und zwar in quantitativ verwert- 
barer Weise, zu erzielen. Als besonders wertvoll hat sich dabei 
die von Oppler angeregte Anwendung des Alkohols zum Zwecke 
der Erniedrigung des Siedepunktes erwiesen. Es gelingt auf 
diese Weise, bei den Werten von 0,50—0,90°/o (hohere Werte 
interessieren uns hier zunachst nicht) volikommen zuverlissige 
Resultate zu erhalten: der Einflu{ der iibrigen reduzierenden 
Substanzen aft sich hier vollstaéndig ausschalten, wihrend der 
entgegengesetzte Fehler (s. 0.), der zu kleine Rusultate ver- 
anlaft, hier noch nicht in die Erscheinung tritt. Bei den kleineren 
\Werten, bis 0,10°/o herab, sind die Resultate nicht so absolut 
zuverlissig, da sich die beiden moglichen entgegengesetzten 
Fehlerquellen hier zuweilen in nicht berechenbarer Weise kom- 
binieren. Doch gelingt es auch hier, in der Mehrzahl der Fille 
zu guten Resuitaten zu gelangen. Diese durch eine weiter 
getriebene Verdiinnung noch giinstiger zu gestalten, erwies sich 
als unmdglich. Bei zu starker Verdiinnung fallt schlieblich 
das Kupferoxydul nur unvollkommen aus. 

Alles in allem darf die Bertrandsche Methode unter 
Verwendung von Alkohol als wertvolle klinische Untersuchungs- 
methode bezeichnet werden. Denn sie ist die einzige Methode 
der Traubenzuckerbestimmung, die die bekannten Vorteile der 
Reduktionsmethoden besitzt, ohne daB sie durch die Anwesen- 
heit der tibrigen reduzierenden Harnbestandteile in ihrer Zu- 
verliissigkeit beeintriachtigt wird. Das gilt fiir die Werte von 
0.5—0,9°/o absolut, fiir die kleineren Werte bis 0,1°/o herab 
mit einer kleinen Einschrankung. 

Daf eine derartige Methode gerade bei den Werten unter 
1,0°/o, die wir hier allein beriicksichtigt haben und bei denen 
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der stérende Einflui der tibrigen reduzierenden Bestandteile 
sehr betriichtlich sein kann, ein klinisches Bediirfnis ist. 
liegt auf der Hand. 

Will man fiir die kleinsten Werte noch zuverlissigere 
Resultate haben, so muf man sich dem Vorgehen von Oppler 
anschlieBen. Dadurch tiberschreitet die Methode aber den 
Rahmen eines leicht und regelma&Big anzuwendenden klinischen 
Verfahrens. Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, 
dafi man in den meisten Fallen auch bei einfacherem Vorgehen 
zu guten Resultaten kommt. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, noch einmal an dieser 
Stelle Herrn Professor Dr. Meinertz fiir die so auBerordentlich 
liebenswiirdige Uberlassung des Untersuchungsmaterials und 
die mir stets bereitwillig gewéhrte nachhaltige Unterstiitzung 
recht innig zu danken! 











Uber den Stickstoff des enteiweiBten Blutserums. 


Von 


Dr. Rudolf Philipp, Sekundararzt. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik R. v. Jaksch in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1913.) 


Im Anschluf an meine(!) Arbeit tiber den Reststickstotf 
und Harnstoffgehalt im Blute von Nephritikern habe ich einige 
vergleichende Bestimmungen des Filtratstickstoffes nach Fallung 
mit Phosphorwolframséure, Uranylacetat und Ferrum oxydatum 
dialysatum ausgefiihrt, deren Resultate ich im folgenden mit- 
teile. Weiters habe ich die Methode der Harnstoffspaltung im 
Autoklaven, wie sie von Henriques(?) und Gammeltoft an- 
gegeben wurde, mit der Spaltung nach Kjeldahl verglichen 

Ein Mangel lag bisher darin, dai man keine ideale Me- 
thode der Enteiweifung hatte. Und die Resultate, die man 
fiir den Reststickstoff erhielt — ich fasse hier diesen Begrit! 
weiter und bezeichne damit auch den Filtratstickstoff nacl: 
Enteiweifung mit den oben genannten Methoden —, waren 
nicht ohne weiteres vergleichbar. Denn nach der Hitzekoa- 
gulation bleiben im Filtrat aufer den krystalloiden stickstof!- 
haltigen Stoffen des Blutserums auch noch einige Kolloide. 
nimlich Serummucoid, Albumosen und Proteinsiuren, also auch 
niedere EiweiBkérper. Um vollkommen zu enteiweifen und 
Krystalloide von Kolloiden zu trennen, verwendet man besse! 
die Eiweiffallung mit Metallsalzen. Doch mu man sich vo! 
Augen halten, daB der auf diese Weise erhaltene Filtratstick- 
stoff nicht mit dem Reststickstoff im engeren Sinne identisch 
ist, worunter man eben nur den Filtratstickstoff nach Hitze- 
koagulation versteht. Und in dieser Hinsicht wurde in neuere! 
Zeit das von Kowalewski(*) angegebene Uranylacetat von 
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A. Oszaki(*) fiir klinische Zwecke eingefiihrt und mit Erfolg 
verwendet. Friiher wurde Phosphorwolframsiure hierzu ver- 
wendet, und zwar wurden von R. v. Jakseh(*) und mir(*) 
Jestimmungen hiermit ausgefiihrt. SehlefSlich noch nicht zur 
Enteiweifung fiir die Filtratstickstoffbestimmung erprobt er- 
scheint die Fallung mit Ferrum oxydatum dialysatum, die von 
Michaelis(*) und Rona bei der Blutzuckerbestimmung beniitzt 
wurde. Diese beiden Methoden habe ich nun bei einer Reihe 
yon Blutseris nebeneinander angewandt, und zwar habe ich 
in erster Linie den Filtratstickstoff nach Phosphorwolframsiiure- 
und Uranylacetatfallung und dann diesen nach Uranylacetat- 
fiillung und Fallung mit Ferrum oxydatum dialysatum verglichen 
In einigen Fiillen habe ich auch die Hitzekoagulation verwendet. 
und zwar nach der von Hohlweg(*) angegebenen Weise mit 
Monokaliumphosphat und Essigsiiure. Nach dieser Methode 
habe ich jedoch in zwei Fiillen viel hOhere Werte erhalten, 
trotzdem bei der Ferrocyankaliprobe nicht die geringste Triibung 
zu konstatieren war. Was die Ausfiihrung der einzelnen Me- 
thoden anbelangt, so hielt ich mich hinsichtlich der Phosphor- 
wolframsiiurefallung an die Vorschrift von Schéndortf, die von 
R. v. Jaksch in der Festschrift fiir Leyden genau beschrieben 
ist: hinsichtlich der Uranylacetatfaillung an die Angaben Oszakis. 
Die Fallung mit Ferrum oxydatum dialysatum machte ich nach 
Neuberg.') 

Bei der Phosphorwolframséurefillung wurde 10°/oige 
Phosphorwolframsiure verwendet, der ein zehntel Teil 25° »ige 
Salzsiure zugesetzt wurde. Es wurde nur Phosphorwolfram- 
sdure von Kahlbaum verwendet und auch immer die Fihig- 
keit, Harnstoff in Lésung zu halten, gepriift. Und zwar wurde 
das Serum immer in die vierfache Menge von Phosphorwolfram- 
suure eingetropft und hierauf gut gemischt. Das Eiweil} fie! 
meist in groben Flocken aus. Nach 24 Stunden wurde ab- 
liltriert, und mit einem aliquoten Teil des Filtrates die Stick- 
stoffbestimmungen nach Kjeldahl ausgefiihrt. Uranylacetat 
wurde in 1!/2°/9iger Lisung in der Menge des verwandten 
Serums, das vorher mit der dreifachen Menge Wassers_ ver- 

Neuberg, Der Harn, Il. Teil, S. 994. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXVI BD 
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diinnt wurde, tropfenweise zugefiigt; das Eiweif fiel in fein 
verteilter Form aus. Nach gutem Umschiitteln wurde filtriert. 
Das Filtrat war immer sofort vollkommen eiweiffrei. Die Ferro- 
cyankaliprobe zeigte nie die geringste Triibung. 

Bei der Fallung mit Ferrum oxydatum dialysatum wurde 
das Serum mit dem achtfachen Volumen Wasser verdiinnt und 
hierauf Ferrum oxydatum dialysatum in der Menge des ver- 
wendeten Serums zugesetzt. In einigen Fallen geniigten auch 
‘5 dieser Menge. Die Fallung ging immer glatt vor sich und 
das Filtrat zeigte nicht die geringste Triibung bei der Ferro- 
cyankaliprobe, und auch die Priifung auf Eisen fiel negativ aus. 


(Siehe umstehende Tabelle 1.) 


Wenn man die vorliegende Tabelle betrachtet, in der die 
Resultate nach Phosphorwolframsaurefallung denen nach Urany!- 
acetatfillung gegentibergestellt sind, so sind in den betrachteten 
Fiillen die Werte nach der ersten Methode immer niedriger 
als nach der zweiten, blofB in einem Falle herrscht fast voll- 
kommene Ubereinstimmung. Im Durchschnitt erhiilt man 88,1 ° 
Hiltratstickstoff nach Phosphorwolframsdaurefillung gegeniiber 
dem nach Uranylacetatfillung. Was die Fiillung durch Hitze- 
koagulation anbelangt, so ergaben sich in zwei von den unter 
suchten Fiillen Werte, die fast doppelt so grof8 waren als die 
nach Phosphorwolframsiiure- und Uranylacetatfallung gefun- 
denen, trotzdem die Ferrocyankaliprobe im Filtrat vollkommen 
negativ war. Da bleibt die Frage offen: sind doch noch f- 
weibk6rper in LOsung geblieben oder waren die oben erwahnien 
stickstoffhaltigen, kolloiden Substanzen in diesen Fiillen he- 
sonders stark vermehrt? Dies zu beantworten, hierzu reichen 
diese zwei Bestimmungen nicht aus. In dem einen Falle war 
der Unterschied kein zu grofer. (Fall IX.) In diesem Falle 
wurde das Filtrat nach der Hitzekoagulation mit Phosphor- 
wolframsaure gefallt und 0,121 g Stickstoff gefunden, wiihren | 
die direkte Fallung mit Phosphorwolframséure 0,139 g N ergab. 

In der folgenden Tabelle (Tab. II) ist der Vergleich der 
Fallung mit Uranylacetat und der Fallang durch Ferrum oxy- 
datum dialysatum zusammengestellt. 
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Tabelle II. 














Fallung mit Ferrum Verhaltnis des 
oxyd. dialysatum Filtratstickstoffes 
ae ene 
Fall] yer. | g N in 100 com | Ferrum oxyda-} yy... g N in 100 ccm 
tum dialysatum 


Fallung mit Uranylacetat 











wandte, Serum ; ; wandte Seruin 

Menge —— — zu dem nach Menge 

Serum) pf l- Mittel Fallung mart Serum Mitte! 

ap oppel- Mittel-] Uranylacetat sapoteara Doppel- | Mittel- 
Nr. : proben | wert in “Vo proben | wert 
XII} 40 0,338:0,338) 0,338 91.4 40) 0,370.0,370 0,370 
XIV] 23 0,045.0,045 0,045 128.6 23 0,035 0,035 0,035 
XV 4} 100 0,037 0,037) 0,037 90,2 300 0,041 0,044 0,041 
XVI} 49 (0,057.0,057 0,057 80,3 49 0,070.0,072. 0,071 
XVII] 25 0,050.0,050. 0,050 87,7 25 0,057.0,057) 0,057 
XX] 75) =—0,106.0,109 0,108 104,8 75 0,1050,101 0,103 





Hier ergibt sich, dai in vier Fallen im Filtrat nach de 
Fillung mit Uranylacetat ein hoherer Stickstoffgehalt gefunden 
wurde. In zwei Fallen ist er in dem Filtrat nach der Fallung 
mit Ferrum oxydatum dialysatum hoher. In einem dieser 
letzteren Fille ist jedoch die verwandte Serummenge seh 
gering und es spielen vielleicht Versuchsfehler eine Rolle. Im 
anderen Falle ist die Differenz gering. In der Mehrzahl der 
Fille scheint auch hier die Uranylacetatfallung einen hoheren 
Wert zu geben. 

Im Durchschnitt aus meinen Bestimmungen betragt de 
Filtratstickstoff nach Féllung mit Ferrum oxydatum dialysatum 
97,2°/o gegeniiber jenem nach Fiallung mit Uranylacetat. Wenn 
wir nun alles zusammenfassen, so ergibt sich: Die Fallung 
mit Uranylacetat und die mit Ferrum oxydatum dialysatum 
haben den Vorteil, da man sich leicht davon tberzeugen 
kann, ob das Filtrat wirklich eiweiffrei ist. 

Da bei der Uranylacetatfillung dies immer der Fall war 
und trotzdem die Werte nach Phosphorwolframsaurefillung 
um durchschnittlich 10°/o niedriger waren, so ist der bei der 
Uranylacetatfillung gefundene Wert als der richtige anzusehen, 


1) Pleuraexsudat. 
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und bei dem nach Phosphorwolframsiurefillung gefundenen 
der Fehler von etwa 10°/o in Rechnung zu ziehen. 

Die Fiallung mit Ferrum oxydatum dialysatum bietet gegen- 
iiber der Uranylacetatfillung keine Vorteile. 

Mit Riicksicht darauf, dah empfohlen wird, die Fiillung 
nicht direkt durch die Metallsalze auszufiihren, sondern zuvor 
in der Hitze auszukoagulieren, habe auch ich einen Versuch 
mit den von mir beniitzten Methoden gemacht und in der fol- 
genden Tabelle (Tab. Ill) zusammengestellt. 


Tabelle III. 





Durch ‘Durch Ferrum Durch 
Phosphor- oxydatum 


wolframsaure | dialysatum Uranylacetat 








. Doppel- A. R. Cc. 
Direkte . 7 : aoe - 
bestimmungen 0138 0,140 0,050 0,050 0,057 = 0,057 
Fallung - ; — 
Mittelwert 0,139 0,050 0.057 
Fatung Doppel- 421 = — | 0,048 0,058 0,050 0,050 


nach Hitze- bestimmungen 





koagulation Mittelwert 0.121 0.048 0,050 


A ist das Serum des Falles IX auf Tabelle 1, B und C ist das Serum 
des Falles XVII auf Tabelle Il. Die oben angefiihrien Resultate sind 
Gramme Stickstoff berechnet auf 100 cem Serum. Die Methode, die hier 
zur Anwendung kam, war folgende: das Serum wurde in der Hitze aus- 
koaguliert und zwar unter Zusatz von Essigsaéure bis zu schwach saurer 
Reaktion; nach Abkiihlenlassen wurde filtriert und ein aliquoter Teil des 


Filtrates zur weiteren Fillung beniitzt. 
Von den Fallungsmitteln wurde eine zur vollkommenen Fallung 


geniigende Menge hinzugefiigt, jedoch ein Uberschuf des Fallungsmittels 
vermieden. 

Aus obiger Tabelle ergibt sich, dali man bei indirekter 
Fallung immer niedrigere Werte erhalt. Die Differenzen er- 
reichen jedoch nicht die Hohe, als daf die Mehrarbeit zu emp- 
fehlen ware. Im Gegenteile, da die Filtrate nach der Fiillung 
mit Uranylacetat und mit Ferrum oxydatum dialysatum voll- 
kommen eiweilfrei waren, ist eher anzunehmen, daf die Resul- 
tate mit direkter Fillung die richtigen sind, wihrend das Minus 
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bei der indirekten Fiallung als Verlust anzusehen ist. der aus 
den Fehlerquellen der komplizierteren Methode entspringt. 

Von V. Henriques und 8. A. Gammeltoft wurde in 
neuerer Zeit zur Harnstoffbestimmung im Harn die Spaltung 
desselben im Autoklaven empfohlen. Ich habe dies auch ver- 
sucht und fiir Harnstoffl6sung ein vollkommen iibereinstimmendes 
Resultat mit der Spaltung nach Kjeldahl erhalten. 

In Doppelproben wurden je 5 ccm einer etwa 1°/oigen 
Harnstoffl6sung einmal nach Kjeldahl! und dann unter Zusatz 
der gleichen Menge Normalschwefelsaéure in Autoklaven bei 
150° eineinhalb Stunden lang erhitzt. Dann wurde nach de: 
gewOhnlichen Art mit Laugezusatz destilliert. In allen vier 
Proben wurde 7,9 ccm 1/4-Normallauge zum Austitrieren ge- 
braucht, was die Angaben der genannten Autoren vollauf be- 
stiitigt, néimlich dafh Harnstoff durch diese Methoden volikommen 
gespalten wird. 

Bei den Versuchen mit den enteiweiften Seren gabe 
sich folgende Resultate (siehe Tabelle IV): 


Tabelle IV. 

















Ys o 2) . - Y any eer P 
Spaltung Fiillung Phosphot Uranylacetat Ferrum oxydatu! 
durch wolframsiure dialysatum 
Nach rit el a 0,038: — — 0,0385; 0.0385 
bestimmungen 
Kjeldahl | | zi 
Mittelwert — 0,038 0,038) 
a, B 
Im Doppel- _ 0,028; 0,028 0,028;  — 
bestimmungen 
Autoklaven —— ~ os a 
Mittelwert _— 0,028 0,028 
Nach Doppel- 0.085: 0.085 0,105; 0,101' 0,106; 0,109 
bestimmungen 
Kjeldahl | ant | 
Mittelwert 0,085 0103 | 0,108 
C 
Im Doppel- | ggg1. — 0.096: 0,098 0,090: 0,090 
bestimmungen 
Autoklaven iia i inl oni 
Mittelwert 0,081 0,097 0,090 


Die obigen Werte sind wieder Gramme Stickstoff, berechnet auf 
100 cem Serum. A und B sind zwei verschiedene Sera. C ist ein und 
dasselbe Serum, das auf Tabelle I und II als Fall Nr. XX bezeichnet ist 








Uber den Stickstoff des enteiweiften Blutserums. DOT 

Aus diesen Untersuchungen ergibt sich, das schon da 
Differenzen vorkommen, wo ich die Destillation unter Lauge- 
gzusatz vorgenommen habe, und zwar Differenzen, die wohl 
nicht als Versuchsfehler anzusehen sind, sondern in dem Vor- 
handensein von stickstoffhaltigen Stoffen des Filtratstickstotfes 
begriindet sind, die nach dieser Methode nicht gespalten werden 
Man wird auf diese Weise vielleicht mit Erfolg den Keststick- 
stoff fraktionieren kOnnen und zur Harnstoffbestimmung im Blut 
durch Verwendung von Magnesia usta zur Herbeifiihrung der 
alkalischen Reaktion bei der Destillation eine brauchbare Me- 
thode ausarbeiten konnen. 

Das verwandte Serum war in den Fiillen I, II, IV, XVII 
und XX der Tabellen I und II, sowie in den Fiillen A und B 
auf Tabelle IV ein Serumgemisch ohne Riicksicht auf die Dia- 
enose. In den Fiillen I, VIIf, IX und XII stammte das Serum 
von Urémischen. 

Im Falle XIII setzte ich zum Serum Harnstoffl6sung hinzu. 

Im Falle V stammte das Serum von einem Patienten 
mit Lebercirrhose, im Falle VI von einem mit arteriosklero- 
tischer Schrumpfniere, im Falle XIV von einer Kohlenoxyd- 
vergiftung, im Falle XVI von einer Opiumvergiftung, und die 
Falle VII und XV waren keine Sera, sondern pleuritische Ex- 
sudate. Was die Faille von Uriimie betrifft, so weisen sie die 
hdchsten Werte fiir Reststickstoff auf. Fall Il war eine chro- 
nische interstitielle Nephritis mit schweren urémischen Symp- 
tomen. Er starb einige Wochen nach der Venaepunctio. 

Fall VII war eine schwere Pyelonephritis, die als Fall XI. 
bereits in meiner Arbeit <iiber Reststickstoff- und Harnstoflf- 
gehalt im Blute von Nephritikern» publiziert ist. Damals betrug 
der Filtratstickstoff nach Phosphorwolframsaurefiillung 0,082 g 
und ist also jetzt, wo das Blut etwa eine Woche ante exitum 
entnommen wurde, fast auf das Doppelte, d. 1. 0,158 g, gestiegen. 

Fall [IX und XII ist ein Fall von akuter Nephritis mit 
den schwersten urdmischen Symptomen. Das erstemal betrug 
der Filtratstickstoff nach Uranylacetatfallung 0,152 g und zwar 
im Laufe einer Woche auf 0,370 g, wo die venaepunctio einen 
Tag ante exitum erfolgte, gestiegen. Wir k6nnen also auch 
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hier die hohen Werte bei Urimie, den Anstieg vor dem Tode, 
und die schlechte Prognose bei hohen Werten bestatigt sehen. 
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Zur Chemie der Hydrocephalusflissigkeit. 
Von 
E. Sieburg. 


Aus dem Institut fiir Pharmakologie und physiologische Chemie der Universitat 
7u Rostock.) 


ler Redaktion zugegangen am 9, Juli 1913 


Auf der Kinderabteilung der hiesigen med. Klinik befand 
sich ein 13 Monate alter Knabe mit Hydrocephalus bei einem 
Schidelumfang von 81 cm. Durch direkte Hirnpunktion wurden 
270 cem eines wasserklaren, ganz schwach opalescierenden 
und gegen Lackmus schwach alkalisch reagierenden Liquors 
vewonnen mit folgenden Konstanten: 

Spez. Gewicht: 1,0054 
Gefrierpunkt: — 0,56° 
[a], = + 0,264° 
Trockenriickstand: 0,9936°/o; davon 
Mineralbestandtteile: 0.8404; davon 
Chloride als NaCl berechnet: 0,8006: 
mithin organische Substanz: 0,1532/o. 

In dieser organischen Substanz wurden nachgewiesen : 
Cholesterin, Zucker, Harnstoff sowie Stoffe enzy- 
matischer Natur. 

Die physikalischen Konstanten, der Trockenriickstand, der 
Aschen- und Chloridgehalt erwiesen sich nach den bisherigen 
Untersuchungen als etwas schwankend, wenn auch die Dif- 
ferenzen keine allzugrofen sind. (Cavazzani, Concetti, 
Coriat, Frenkel-Heiden, Panzer, Polalanyi, Toison 
und Lenoble.) 

Auffallend ist, daB in dem vorliegenden Liquor Eiweib 
fehlt. obwohl von anderer Seite ein Gehalt an solechem, der 
freilich in weiten Grenzen schwankt, behauptet wird. (Con- 
cetti, Frenkel-Heiden, Panzer, Polanyi, Toison und 
Lenoble.) Die gewohnlichen Proben: Essbach, die Kochprobe, 








D04 E. Sieburg., 


sowie Versetzen mit Ferrocyankalium und Essigsaéure lieBen 
die Fliissigkeit vOllig klar bleiben. Auch die Biuretreaktion 
war vollig negativ, wie auch Phosphorwolframséure Nichts 
ausfiillte. Sicherlich fehlen hier also hoher stehende Korper, 
wie Albumine, Globuline, Peptone, sowie die ganze Reihe der 
tiefer abgebauten, durch Phosphorwolframsiure fiillbaren. Doch 
lieferte langeres Kochen mit Millons Reagens einen schwach, 
aber deutlich rosa gefiirbten Schaum; auch wurde der Liquor 
nach Kochen und liingerem Stehenlassen mit stark natron- 
alkalischem Bleiacetat gelb. So muf doch wohl ein Vorhanden- 
sein weit abgebauter Eiweifiderivate, die noch die Oxyphenyl- 
gruppe und den Cysteinkomplex enthalten, angenommen werden. 

Zu den Angaben in der Literatur tiber den Eiweibgehalt 
der Hydrocephalusfliissigkeit, der von Null bis Spuren bis iiber 
1°) schwankt, ist Folgendes zu bemerken. In einigen Fallen 
wurden die gesamten organischen Bestandteile einfach als 
Kiweibsubstanz** angenommen, in anderen wurden zwar die 
rein stickstoffhaltigen nach Kjeldahl bestimmt, aber dann 
nach Multiplikation mit 6,25 als Eiweif in Rechnung gestellt. 
unbeachtet dal so auch andere stickstoffhaltige Produkte. 
wie z. B. Harnstoff, als Eiweif} fungierten. Weiter war manch- 
mal der Hydrocephalus kombiniert mit schwersten organischen 
Hirnerkrankungen, wie Paralyse, Lues cerebri und Meningitis: 
und wieder einige Male wurde der Liquor erst bei der Sektion 
der an interkurrenten Krankheiten verstorbenen Individuen 
entnommen. Endlich, was wohl am ehesten in Betracht zu 
ziehen ist, wo in vivo punktiert wurde, geschah dies meist 
lumbal, in der stillschweigenden Voraussetzung, dai der 
Liquor cerebrospinalis als eine einheitliche Fliissigkeit anzusehen 
sei und an allen Stellen die gleiche Zusammensetzung habe. 
Nach den neueren Untersuchungen von Cymbal, Fischer, 
Neu und Hermann, Noélke, Nonne, Quincke, Sicard 
und Walter ist dies aber fast nie, weder unter pathologischen 
noch unter normalen Verhiltnissen der Fall. So sind denn 
wohl auch die u. a. durch Beurteilung des Eiweibgehaltes be- 
dingten Anschauungen zu verstehen, die unter Umstanden im 
Liquor cerebralis ein Exsudat, gewdhnlich ein Transsudat, 
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manchmal aber auch eine einfache lymphatische Absonderung 
der Endothelien der Telae chorioideae erblicken. 

Eine Probe des Liquors mit Natronlauge erhitzt lie! 
Diimpte entweichen (Ammoniak), die rotes Lackmuspapier bliiuten, 
Curcumapapier briiunten und einen mit Neblers Reagens an- 
sefeuchteten Papierstreifen dunkelorange fiirbten. Den Ausfall 
dieser Reaktion moOchte ich als durch die Gegenwart von Harn- 
stoff bedingt ansprechen, da ja Eiweifsubstanzen bereits 
angeschlossen waren. 

Zum Nachweis des Cholesterins wurde der Trockenriick- 
stand von 10 ccm Liquor mit Ather aufgenommen, dieser abge- 
dunstet und in Essigsiureanhydrid gelést. Nach Unterschichten 
mit konzentrierter Schwefelsiiure trat die fiir Cholesterin be- 
kannte (Liebermann-Burchhard) Violett-Grinfirbung aut. 

Das Cholesterin lift sich aber auch biologisch nachweisen. 
Wie Ramson wahrscheinlich machte, und welche Lehre von 
Kobert und seinen Schilern weiter ausgebaut wurde, berult 
die Hiimolyse, die durch Saponinstoffe in vitro hervorgerufen 
wird, auf der nahen chemischen Affinitét dieser K6rperklasse 
zum Cholesterin. Hiernach reifen die Saponine das Cholesterin 
aus dem Erythrocytenstroma an sich und bewirken so den 
Austritt von Hiimoglobin in die umgebende Fliissigkeit. Enthalt 
diese, von Natur aus oder ktnstlich zugesetzt, geniigend Chole- 
sterin. so wird erst dies zur Absittigung des Saponins § ver- 
braucht, bevor die Blutkérperchen angegriffen werden. Diese 
bleiben somit intakt und eine Himolyse tritt nicht ein. 

In vorliegendem Falle wurden je 5 ccm Liquor und 5 ccm 
physiologische Kochsalzlésung als Kontrolle mit zwei Tropfen 
Katzenblutkorperchen versetzt. Beide Gliser erhielten gleich- 
zeitig gleich viel Tropfen einer sehr verdiinnten Lésung von 
Smilacin (ein Saponin aus der Sarsaparille). Nach 12 Minuten, 
nachdem beide Glaser 0,06 mg (!) Saponinzusatz erhalten hatten, 
begann in dem Kontrollglas, das nur Saponin und Blut-Koch- 
salzgemisch enthielt, Eintritt der Hamolyse, wiihrend der Inhalt 
des Glases mit Liquor-Blut-Saponin unverdndert war. Auch 
noch nach 12 Stunden war dies unverindert, wihrend in der 
Kontrolle die Hiimolyse fast vollstindig war. 








DOG EK. Sieburg, 


Der Liquor reduzierte alkalische Kupferlosung und vergor 
mit Bierhefe. Diese Tatsachen im Verein mit der schwachen 
Rechtsdrehung lassen Glukose wahrscheinlich erscheinen, ohne 
dali wegen der geringen Menge durch Osazondarstellung der 
exakte chemische Beweis erbracht werden konnte. Eine Be- 
stimmung und Berechnung des Zuckers als Glukose nach 
Allihn ergab: 

25 ccm Liquor gaben 0,0251 g CuO = 0,0204 g Cu ent- 
sprechend 0,042 °/o Glukose. 

Mit der Untersuchung des cerebralen Liquors auf Enzyme 
unter normalen Verhaltnissen und bei Hydrocephalus hat man 
sich nur sehr wenig befabt. Die weitaus meisten Arbeiten 
erstrecken sich auf Falle mit cerebrospinalen Erkrankungen. 
Aber auch hier gilt das, was schon bei der Priifung auf Ei- 
weifsubstanzen hervorgehoben wurde: die Bedingungen, unter 
denen man untersuchte, waren nicht einheitlich. 

Von auf Kohlenhydrate einwirkenden Enzymen fand Panzer 
in der Hydrocephalusfliissigkeit keine Diastase und Lewan- 
dowsky solche nicht im normalen Liquor. Dagegen wurde 
sie im normalen Liquor von Kafka nachgewiesen, und von 
demselben Autor wie auch von Cavazzani, Liithje und 
Szabo bei organischen Erkrankungen des Hirns und Riicken- 
marks wie auch bei anderen Geisteskrankheiten. 

Glykolytische Enzyme fanden Cavazzani und Blumen- 
thal, und Mestrezat beobachtete nach dem Tode das Schwinden 
der Glukose. 

Auf Invertasen und Zymasen bei Geisteskrankheiten 
prifte Szabo, konnte aber ihre Wirkung polariskopisch nicht 
nachweisen. 

Lipasen, sowie Stoffe, die Lecithin und Monobutyrin 
spalten, fanden Kafka im normalen Liquor, Citron und Reicher 
in den Fallen, wo die Wassermannsche Reaktion positiv war, 
und Szabo bei allen von ihm daraufhin untersuchten Geistes- 
kranken. Garnier und Nizzi konnten sie aber weder unter 
normalen noch pathologischen Verhiltnissen nachweisen. 

EiweiBabbauende Enzyme fanden Szésci im normalen 
Liquor, Douchez ebenso wie Fiessinger und Marie bei 
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Meningitis, Kafka und Szabo erhielten sie nicht bei Geistes- 
kranken. 

Antiproteolytische oder antitryptische Eigenschaften 
beobachteten Schultz und Chiarolonga beim normalen Liquor, 
und Miiller und Kolaeczek bei tuberkul6ser Meningitis. Kafka 
konnte solche auch beim Liquor Geisteskranker nachweisen. 
nicht aber Szabo. 

Labenzym fand derselbe Autor nicht bei seinen Geistes- 
kranken. 

Von der grofen Gruppe der Oxydasen fand Cavazzani 
hei Hunden und Kilbern eimen auf Guajaktinktur, Pyrogallol 
und Hydrochinon einwirkenden Stoff, den er Cerebrospinase 
nennt, und dem er eine hervorragende Rolle bei den Oxydations- 
prozessen im Zentralnervensystem zuschreibt. Pighini zeigte., 
dai sowohl im normalen Liquor, als auch in dem von Geistes- 
kranken, wie auch in den driisigen Anteilen der Telae chorioi- 
deae «Oxygenase» vorhanden ist, die a-Naphthol und Dime- 
thylphenylendiamin in Indophenol tiberzuftihren imstande ist 
Von anderen Oxydasen fand Szabo bei Geisteskranken eine 
Laccase und Peroxydase, vermibte aber Tyrosinasen 
und Aldehydasen. 

Endlich fand letzterer noch eine Katalase, die Barbieri 
im Liquor gesunder und geisteskranker Individuen gesucht hatte. 
aber nicht nachweisen konnte. 

Meine Aufgabe konnte es nicht sein, auf den einen Spezial- 
fall diese vielfachen Angaben nachpriifend zu iibertragen, sie 
sollten nur hier und da, wenn modglich, ergiinzt werden. 

Um die Einwirkung des Liquors auf verschiedene Kohlen- 
hydrate zu studieren, wurden versetzt: 


A. 1. 10 ccm Liquor -}- 0,2 g lésliche Stirke: 
2.10 » » -+- 0,2 » Rohrzucker: 
3.10 » » +. 0,2 » Milchzucker; 
4.10 » >» -+- 0,2 » Inulin. 


B. von aufgekochtem und 5 Minuten bei 100° gehaltenem Liquor 
1. 5 ccm + 0,2 g lisliche Starke; 

2.5 » -+ 0,2 » Rohrzucker; 

3. 5 » -+- 0,2 » Milchzucker; 


4.5 » + 0,2 » Inulin. 
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C. als zweite Kontrolle 


1. 5 cem 0,9%o NaCl -+ 0,2 g lésliche Starke; 
2,5 » O9% » -+ 0.2 » Rohrzucker; 
3.5 » O90 » + 0,2 » Milchzucker; 
43d » O9%o > ~ 0,2 » Inulin. 


Die Gliser erhielten, um Fiaulnis zu verhindern, einen 
Zusatz von je zwei Tropfen Toluol und blieben die Nacht tiber 
im Thermostaten. Bei der darauf folgenden Untersuchung 
zeigten die Kontrollen C gar kein Reduktionsvermogen, die 
Kontrollen B ein geringes, hervorgerufen durch den in dem 
Liquor bereits nachgewiesenen Zucker (bei B, war es natiirlich 
grOBer!): bei siimtlichen Proben von A schien es zugenommen 
zu haben. 

Um sicher zu gehen, wurden die Proben A filtriert, von 
dem Filtrat je 5 ccm eingedampft und mit starkem Alkohol, 
der ja nur die Hexosen lést, aufgenommen. Diese alkoholischen 
Ausziige wurden wiederum zur Trockene gebracht und mit 
wenig Wasser aufgenommen. Genau so wurde mit 5 cem Liquor 
verfahren, der keinen Kohlenhydratzusatz erhalten hatte. Es 
zeigte sich, dai unter diesen Bedingungen der letztgenannte 
Liquor von einer zehnfach verdiinnten Fehlingschen Losung 
5,2 com bei volligem Verschwinden der blaufiirbung reduzierte, 
wiihrend die 5 cem Liquor mit Starkezusatz 15,1 ccm Fehling 
verbrauchten, der Liquor mit Rohrzucker 9,8 ccm, der mit 
Milchzucker 9,4 ccm und der mit Inulinzusatz 6,1 ccm. Hier- 
nach hatte sich das Reduktionsvermégen des Liquors durch 
den Kontakt mit Stiérke ungefahr verdreifacht, mit Rohr- und 
Milchzucker verdoppelt und war durch Inulin fast unbeeinflubt 
veblieben. Somit war die Gegenwart einer Diastase und 
Invertase erwiesen, eine Inulase fehlte. 

Um auf glukosidspaltende Enzyme zu priifen, wurden 
gleichzeitig wie oben 5 ccm Liquor und zur Kontrolle gekochter 
und noch linger erhitzter Liquor und ebenso physiologische 
Kochsalzldsung mit je 0,2 g Glukosid versetzt. Zur Verwen- 
dung kamen Amygdalin, Arbutin und Helicin. In allen 
drei Fallen lief sich freies Aglukon nachweisen: Cyan 
durch Guajak-Kupferpapier, Hydrochinon durch Dunkelfarbung 
mit Eisenchlorid, und Salicylaldehyd durch die momentan ein- 
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tretende und wieder verschwindende Violettfarbung mit dem- 
selben Reagens, wéhrend die Kontrollen nicht verandert wurden. 

In gleicher Weise lief sich Esterspaltung von Salol 
und Tannigen nachweisen. Auch hier wurden die Kontrollen 
durch Eisenchlorid nicht beeinfluBt, sie wurden nicht violett 
bezw. schwarz gefarbt. 

Um eine Lipasenwirkung darzutun, wurden 5 cem 
Liquor mit 2,5 cem einer 10°/oigen Lecithinemulsion (Merck) 
zusammengebracht und ebenfalls 5 cem des erhitzten Liquors. 
Dann wurde mit "/10-HCl genau neutralisiert und nach 24 stiin- 
digem Stehen im Thermostaten die sich gebildet habende freie 
Sdiure mit "/io-NaOQH neutralisiert. Bei der Kontrolle waren 
hierzu zwei Tropfen notwendig, wiihrend die eigentliche Probe 
0.7 cem ®/10-NaOQH bis zur Neutralisation verlangte. Eine 
Lipasenwirkung war hierdurch deutlich erwiesen. 


Das bemerkenswerteste Resultat ist, dai in der vorlie- 
genden Hydrocephalusfliissigkeit hochstehende eigentliche ki- 
weiBsubstanzen nicht gefunden wurden, dagegen eine Reihe 
von Enzymen, unter denen sich Diastase, Invertase, Lipase, 
sowie Glukoside und Ester spaltende naher als solche iden- 
tifizieren lieBen. 
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Notiz iiber die Ameisensdéureausscheidung bei Kranken. 
Von 


I. Greenwald und N. W. Janney. 


‘(Aus dem chemischen Laboratorium des «Montefiore-Home», New-York City.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1913.) 


Dakin, Janney und Wakeman’) haben kiirzlich eine Methode 
fiir die quantitative Bestimmung der Ameisenséure im Harn angegeen 
und mit ihr Studien iiber die Ausscheidung dieser Saure bei Tieren und 
Menschen angestellt. Es schien uns wiinschenswert. die Ameisensidure- 
ausscheidung mit Hilfe des neuen Verfahrens auch in pathologischen 
laillen zu verfolgen. 

Es ergab sich nun zwar bei unseren Versuchen, dafs die analy- 
tischen Ergebnisse nicht erheblich von den bei normalen Individuen ge- 
wonnenen abweichen. Wir halten jedoch eine Mitteilung dariber fiir 
angezeigt, da bisher sichere Angaben tber die Ausscheidung von Ameisen- 
siure in pathologischen Fallen tiberhaupt fehlen. 

Bemerkenswert ist das relative Ansteigen dieser Ausscheidung bei 
lobirer Pneumonie wahrend des Lésungsstadiums: dasselbe ist vermutlich 
auf die Zersetzung gréfierer Mengen von Eiweifistoffen in dem Exsudat zu 
beziehen. Dies ist um so wahrscheinlicher, da friihere Versuche gezeigt 
haben, dafi Eiweifizufuhr zur Vermehrung der Ameisensaureausscheidung 
Veranlassung gibt.*) Allerdings war die Stickstoffausscheidung in diesem 
Fall nicht vermehrt. Auch in anderen Fallen konnte kein deutlicher Zu- 
sammenhang zwischen der Harnmenge und der Stickstoffmenge einerseits 
und der Ameisensdureproduktion anderseits festgestellt werden. Wir haben 
daher diese Zahlen auch nicht in die Tabelle aufgenommen. 

In allen Fiillen handelte es sich um Erwachsene, mit Ausnahme des 
zweiten Falles von Pneumonie, der sich auf ein Kind von 12 Jahren bezog. 


1) Jl. of Biol. Chem., Bd. 14, 8. 341, 1913. 
2) loc. cit. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift {. physiol, Chemie. LXXXVI. 36 
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